UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

g Repositorio Institucional

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO

ESCUELA DE POSGRADO
MAESTRIA EN AGRICULTURA ANDINA

2
=
@
x
w
2
z
=)

TESIS
OPTIMIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION Y
EVALUACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN FRUTOS DE
MULLACA (Muehlembeckia volcanica)

PRESENTADA POR:
RUTH MERY CCOPA FLORES

PARA OPTAR EL GRADO ACADEMICO DE:
MAGISTER SCIENTIAE EN AGRICULTURA ANDINA, ESPECIALIDAD DE
CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

PUNO, PERU
2021

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

Reporte de similitud

NOMBRE DEL TRABAJO ' AUTOR

OPTIMIZACION DEL PROCESO DE EXTR RUTH MERY CCOPA FLORES
ACCION Y EVALUACION DE COMPUEST

0S BIOACTIVOS EN FRUTOS DE MULLAC

A (Muehlembeckia volcanica)

RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
18824 Words 101540 Characters

RECUENTO DE PAGINAS TAMARNO DEL ARCHIVO

86 Pages 1.7MB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Sep 13, 2023 2:32 PM GMT-5 Sep 13, 2023 2:34 PM GMT-5

® 16% de similitud general

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada bas
» 15% Base de datos de Internet » 2% Base de datos de publicaciones

» Base de datos de Crossref  Base de datos de contenido publicado de Cros
« 7% Base de datos de trabajos entregados

® Excluir del Reporte de Similitud

* Material bibliogréfico ¢ Material citado
* Material citado « Coincidencia baja (menos de 10 palabras)
* Blogues de texto excluidos manualmente

..................

".\ ’ "“‘ M) iau AGROINDUSTRIAL
" INGENIER
CIP: 68697

Resumen

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
|



x UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO

ESCUELA DE POSGRADO
MAESTRIA EN AGRICULTURA ANDINA /- ’

TESIS

OPTIMIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION Y
EVALUACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN FRUTOS DE
MULLACA (Muehlembeckia volcdnica)

PRESENTADA POR:
RUTH MERY CCOPA FLORES

PARA OPTAR EL GRADO ACADEMICO DE:

MAGISTER SCIENTIAE EN AGRICULTURA ANDINA, ESPECIALIDAD DE
CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

APROBADA POR EL JURADO SIGUIENTE:

PRESIDENTE

o

PRIMER MIEMBRO

SEGUNDO MIEMBRO

ASESOR DE TESIS

Puno, 22 de diciembre de 2021
AREA: Ciencias de la Ingenieria

TEMA: Compuesto bioactivos
LINEA: Tecnologia de los alimentos

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
|



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

DEDICATORIA

Doy gracias a mi padre celestial,
que me dio la vida, por su
cuidado, por guiarme en este
camino de la vida para alcanzar

las metas trazadas.

A mis padres: Vicente Ccopa Vilca
y Maria Flores Flores, agradezco
todo su apoyo, amor, orientacion y
sus consejos en cada fase de la

vida, me inspiran a seguir adelante.

A mi amada hija: Diana Nayeli,
por ser mi compafiera de vida, la
razén que dia a dia fortalece mi

andar en esta vida.

Gracias a Beatriz, Edith, Josafat,
Jonatan y Jhoel, mis hermanos, por
su apoyo incondicional, deseo de

verme triunfar y confianza en mi.

Agradezco la fortaleza y apoyo de
mi pareja y mejor amigo, Densi
Heber.

Ruth

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

AGRADECIMIENTO

e En primer lugar, doy gracias a Dios por darme vida, por estar a mi lado durante toda
mi vida y por brindarme sabiduria e inteligencia en aquellos momentos dificiles y

vulnerables.

e Mi eterno reconocimiento: Universidad Nacional del Altiplano-PUNO y Universidad
Micaela Bastidas de Apurimac, por haberme brindado muchas oportunidades y
enriquecerme en conocimientos, de igual forma a mis asesores: Dr. Alejandro Coloma

Paxi y Dr. Melquiades Barragan Condori.

e Agradecer a los miembros del jurado: Dr. Juan Marco Aro Aro, Ph.D. Genny Isabel
Luna Mercado y Dr. Evaristo Mamani Mamani, que gracias a sus consejos acertados

sugerencias, orientaciones y apoyo han hecho que la tesis se realice con éxito.

e Agradezco a mis padres, hermanos y familiares por estar siempre a mi lado, por su

orientacion moral y valores, permitanme expresarles mi gratitud.

Ruth

repositorio.unap.edu.pe
No olvide ydecuadamente esta tesis



, UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

INDICE DE GENERAL

DEDICATORIA
AGRADECIMIENTO
INDICE DE GENERAL
INDICE DE TABLAS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE ANEXOS
RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION
CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco Teorico
1.1.1 Descripcion Botéanica
1.1.2 Nombre cientifico
1.1.3 Nombre comuUn
1.1.4 Clasificacion taxonoémica:
1.1.5 Composicion quimica y nutricional de Mullaca
1.1.6 Parte utilizada Mullaca (Muehlenbeckia volcanica)
1.1.7 Pigmentos en plantas tintoreas
1.1.8 Polifenoles
1.1.9 Compuestos antioxidantes
1.1.10 Capacidad antioxidante
1.1.11 Extraccién de antocianinas
1.1.12 Factores que influyen en la extraccion
1.1.13 Estabilidad de antocianinas
1.1.14 Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas
1.2 Antecedentes
CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 Identificacién del problema

2.2 Enunciados del problema

TESIS EPG UNA - PUNO

Vi
vii

viii

~N N N O O O OO W o Ww

S e
N N oo ot o1 o1 b~

27

28
ii

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesic
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

g Repositorio Institucional

2.2.1 Problema general 28
2.2.2 Problema especifico 28
2.3 Justificacion 28
2.4 Objetivos 29
2.4.1 Objetivo general 29
2.4.2 Objetivo especifico 29
2.5. Hipotesis 30
2.5.1 Hipdtesis general 30
2.5.2 Hipotesis especificas 30
CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio 31
3.2 Poblacion 31
3.3 Muestra 31
3.4 Metodos 32
3.5 Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos 33
3.5.1 Factores de estudio 33
3.5.2 Descripcion para la obtencion de antocianinas y evaluacion de compuestos
bioactivos 37
CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados 46
4.1.1 Optimizacion del proceso de extraccion (temperatura, pH y tiempo) de
antocianinas totales en frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica). 46
4.1.2 Compuestos bioactivos de mullaca (Muehlenbeckia volcanica) 51
CONCLUSIONES 57
RECOMENDACIONES 58
BIBLIOGRAFIA 59
ANEXOS 67
1\

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
I —



x UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

INDICE DE TABLAS

Pag.

1. Compuestos polifendlicos mas comunes en vegetales 8
2. Contenido total de fenoles en algunos alimentos. 9
3. Estructura basica y sustituyente de las antocianidinas — aglicona. 12
4. Disefio experimental con variables y niveles 34
5. Condiciones para el anélisis por HPLC para antocianinas 42
6. Tratamientos obtenidos mediante el Disefio Compuesto Central (DCCR) + estrella
45

7. Resultado de los tratamientos obtenidos mediante el DSR. 47

8. Resultados estimados parara el contenido de antocianinas totales CAT (mg cianidina-
3- glucdsido/100g) 49
9. Resultado de comparativo del contenido de antocianinas totales. 51

10. Contenido de antocianidinas individuales identificadas en el extracto de mullaca-

HPLC 53
11. Contenido de antocianinas, polifenoles totales y actividad antioxidante en mullaca.
55

v

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
I —



x UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

INDICE DE FIGURAS

Pag.
1. Mullaca (Muehlenbeckia volcanica). 4
2. Mullaca (Muehlenbeckia volcanica). 4
3. Mullaca (Muehlenbeckia volcanica)- raiz. 4
4. Mullaca (Muehlenbeckia volcanica)-frutos. 5
5. Estructura bésica de un flavonoide 10
6. Estructuray sustituyentes de las antocianinas. 12
7. Estructura mas comun de la antociana glucosilada 12
8. Estructura molecular de algunas antocianinas comunes. 13
9. Superficies de respuesta: a) descrita por un modelo de primer orden; b), c) y d)
descritas por modelos de segundo orden. 21
10. Frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica). 32
11. Frutos de mullaca (Muehlembeckia volcénica). 32

12. Diagrama de flujo para la obtencion de antocianinas y evaluacion de compuestos
bioactivos de la mullaca (Muehlembeckia volcanica). 36
13. Grafica de superficie de respuesta con su respectivo contorno para el contenido de
antocianinas de extracto de mullaca (Muehlembeckia volcanica). 48
14. Gréfica de superficie de respuesta con su respectivo contorno para el contenido de
antocianinas de extracto de mullaca (Muehlembeckia volcanica). 48
15. Antocianinas- Cromatograma de HPLC en extracto de Mullaca (Muehlembeckia
volcénica) 52
16. Antocianidinas-Cromatograma de HPLC en extracto de Mullaca (Muehlembeckia
volcanica). 53
17. UV Vis de extractos de mullaca (Muehlembeckia volcanica) comparado con

antocianinas obtenidas a partir de los frutos de uvay fresa. 54

Vi

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesi
I



x UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

INDICE DE ANEXOS
Pag.

1. Frutos de Muehlembeckia volcanica (MULLACA). 67
2. Extraccion y filtracion de pigmentos antocianicos de muestras de frutos de
Muehlembeckia volcanica (MULLACA). 67

3. Contenido de antocianinas Totales CAT por método pH diferencial. Muestra de

tratamientos. 68
4. Espectrémetro FTIR — ATR de antocianinas 69
5. Analisis de varianza (ANOVA) de contenido de antocianinas totales- CAT 70
6. Coeficientes de regresion para predecir el contenido de antocianinas totales-CAT

(mg cianidina 3-glucosido/100g). 70
7. Cromatograma de HPLC — Cuantificacion de antocianinas 71
8. Declaracion jurada de autenticidad de tesis iError! Marcador no definido.

9. Autorizacion para el deposito de tesis o trabajo de investigacion en el repositorio
institucional iError! Marcador no definido.

vii

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
I —



x UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

RESUMEN

Las antocianinas, que tienen propiedades funcionales y bioactivas como antioxidantes, se
encuentran entre los compuestos presentes en este fruto. Por tanto, el objetivo principal
del estudio es optimizar el proceso de extraccion de antocianinas totales y evaluar los
compuestos bioactivos en frutos de mullaca (Muehlembeckia volcénica). La variable
respuesta fue el contenido de antocianinas totales, el cual se determind mediante el
método de pH diferencial y en el proceso de extraccion se utilizo metanol acidificado con
HCL al 0,01%. Los tres factores de extraccion (temperatura, pH y tiempo) se evaluaron
mejor utilizando la metodologia de superficie de respuesta (optimizacion) utilizando el
disefio central compuesto DCCR 23 + estrella, se utilizo el método de Folin-Ciocalteu
para calcular los polifenoles totales (PFT) y el método DPPH para calcular la capacidad
antioxidante. Esto conduce a una combinacion variable que optimiza el contenido de total
de las antocianinas (temperatura de 37,6 °C, pH 3.0 y tiempo de 340 minutos); el
contenido total de antocianinas después de la optimizacion mediante cromatografia
liquida HPLC fue de 140,90 + 0,02 (mg cianidina 3- glucosido/100g); el cromatograma
HPLC del extracto también mostré que contenia los siguientes tipos de antocianidinas:
delfinidina (76,3%), cianidina (20,5%) y petunidina (3,1%) las cuales estaban presentes
en el fruto de mullaca; el resultado del total de polifenoles es de 200 + 43 (mg de &cido
galico/100g) y capacidad antioxidante de 25.2+0.57 (umol trolox/g); considerando a la
mullaca un fruto con potencial bioactivo benéfico para la salud, industria alimentaria y

puede utilizarse como alimento funcional.

Palabras clave: Antocianina, bioactivos, compuestos, extraccion, mullaca, optimizacion.
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ABSTRACT

Anthocyanins, which have functional and bioactive properties as antioxidants, are among
the compounds present in this fruit. Therefore, the main objective of the study is to
optimize the extraction process of total anthocyanins and to evaluate the bioactive
compounds in mullaca (Muehlembeckia volcanica) fruits. The response variable was the
total anthocyanin content, which was determined by the differential pH method, and
methanol acidified with 0.01% HCL was used in the extraction process. The three
extraction factors (temperature, pH and time) were best evaluated using response surface
methodology (optimization) using the central composite design DCCR 23 + star, the
Folin-Ciocalteu method was used to calculate total polyphenols (TPP) and the DPPH
method was used to calculate the antioxidant capacity. This leads to a variable
combination that optimizes the total anthocyanin content (temperature of 37.6 °C, pH 3.
0 and time 340 min); the total anthocyanin content after optimization by HPLC liquid
chromatography was 140.90 = 0.02 (mg cyanidin 3- glucoside/100g); HPLC
chromatogram of the extract also showed that it contained the following types of
anthocyanidins: delphinidin (76.3%), cyanidin (20.5%) and petunidin (3.1%) which were
present in the mullaca fruit; the result of the total polyphenols is 200 + 43 (mg gallic
acid/100g) and antioxidant capacity of 25. 2+0.57 (umol trolox/g); considering mullaca
a fruit with bioactive potential beneficial to health, food industry and can be used as

functional food.

Keywords: Anthocyanin, bioactive, compounds, extraction, mullaca, optimization.
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INTRODUCCION

El clima y la ubicacion geografica del Pert en relacion con los principales mercados
mundiales son dos factores claves que hacen que la agricultura peruana sea competitiva
en la competencia internacional. Pert tiene 84 de los 108 tipos de clima que se encuentran
en el mundo, lo que permite que la agricultura produzca una amplia gama de plantas,
animales y especies forestales (MINAGRI, 2017). Al igual que frutos nativos con alto

valor funcional y bioactivo como la Mullaca.

Navarro (2018) Sefiala que desde tiempos atras, se han realizado investigaciones sobre
un determinado tipo de compuestos conocidos como antioxidantes, pero al mismo tiempo
ha aumentado la incidencia y aparicion de enfermedades provocadas por el bajo consumo
de estos compuestos; la mayoria de las enfermedades crénicas no transmisibles que
experimentan las personas hoy en dia estan relacionadas con la desnutricion (Zamora,
2007); ademas las causas de muerte mas importantes entre ellas son las enfermedades
cardiovasculares y diversos tipos de cancer (Evans, 2000); asi mismo excelentes
antioxidantes son los compuestos fendlicos porque se unen con proteinas o iones y
eliminan los radicales libres. Los extractos de frutas (manzanas, uvas, duraznos y fresas),
cebolla, semillas, raices y hierbas son fuentes ricas en compuestos fendlicos (Cai et al.,
2019; Canalis et al., 2020).

El método de la superficie de respuesta (MSR) es un conjunto de técnicas estadisticas y
matematicas que se ha utilizado ampliamente para estudiar factores de proceso y sus
interacciones (Chandra et al., 2014; Tao et al., 2015); la MSR crea modelos matematicos
para explicar la interaccion de factores experimentales y llegar a valores 6ptimos, lo que
no solo reduce significativamente el nimero de ensayos experimentales necesarios para
optimizar las condiciones de extraccion (Wang et al., 2019; Tao et al., 2015); ademas (Xu
et al.,, 2018) menciona que es una técnica estadistica util para optimizar procesos
complejos; no obstante esta metodologia se ha utilizado ampliamente para optimizar las
variables del proceso de extraccion, como en la extraccion de polisacaridos, flavonas,

compuestos fenolicos y proteinas de diversos materiales (Cai et al., 2019).

Barragan et al. (2020) Realizaron el estudio sobre la caracterizacion, cuantificacion y
evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos del fruto de Mullaca se
encontraron en una revision de la literatura cientifica muestran algunos estudios que los

frutos morados u oscuros contienen altos niveles de compuestos bioactivos (flavonoides),
1
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gue son comparables a los que se encuentran en las fuentes consideradas sustancias
antioxidantes. De tal forma que los compuestos fendlicos, uno de los oligoelementos que
se encuentran en el reino vegetal, desempefian un papel importante en la nutricién tanto
de las personas como de los animales (Martinez et al., 2020; Pacheco, 2020); por ello la
fruta también se destaca por tener una alta concentracion de flavonoides, que son
glucésidos de antocianidinas que es la aglicona, a las que se unen los azicares mediante

enlaces B-glucosidicos (Welch et al., 2008).

Aunque existen antioxidantes artificiales, estos conllevan riesgos como efectos toxicos,
por lo que es importante seguir buscando nuevos componentes antioxidantes de origen
vegetal; por esta razon se seleccion6 frutos de mullaca (Muehlenbeckia volcénica) con
contenido de antocianinas con potencial antioxidante y bioactivo con el fin de optimizar
su extraccion y cuantificar los compuestos bioactivos; el contenido de antocianinas se
determind a través del método pH diferencial y un método colorimétrico redox que utiliza
un agente oxidante reactivo Folin-Ciocalteu como base para la espectrofotometria. Se
utilizo cromatografia liquida HPLC para la identificacion y cuantificacion recomendado
por (Barragdn y Aro, 2017). Para asegurar la capacidad antioxidante del extracto,
mediante la técnica DPPH y utilizando el patron de referencia trolox de 0 a 800 (umol/L).
El estudio tuvo como objetivo principal evaluar los compuestos bioactivos previo a la
optimizacion del proceso de extraccion del total de antocianinas en frutos de mullaca
(Muehlembeckia volcénica).

El trabajo de investigacion se divide en cuatro capitulos: Capitulo I. Las bases tedricas
del estudio, la teoria central y teoria de referencia correspondientes a la variable
dependiente y variable independiente, objetivos de la investigacion e hipétesis. Capitulo
I1. El problema que refiere a abordar las interrogantes que conducen al planteamiento del
problema seguida de la justificacion. ElI Capitulo Il describe la metodologia de la
investigacion, indicando los métodos utilizados, disefio tipo y nivel de investigacion que
determinan la direccidn de la investigacion, asi como el alcance del estudio de la muestra,
los métodos y herramientas que permiten obtener la informacion. Capitulo IV Resultados
y discusion. Los resultados se asignan al uso de herramientas en diversos cuadros
estadisticos para comparar hipotesis; finalmente se proporcionan conclusiones,

recomendaciones, bibliografia revisada junto con los anexos referidos.
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CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco Teorico
1.1.1 Descripcion Boténica

Segln Agapito y Sung (2005) el sub-arbusto conocido como Mullaca es comdnmente
conocido como Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher.

- Recibe su nombre de "volcénica" porque crece entre rocas eruptivas (Figura 1).

- Un pequeiio arbusto que crece principalmente en las tierras altas de los Andes;
es lampifio, muy ramificada y semitrepadora (Figura 2).

- Segun Villareal et al. (2020) las hojas son pequefias, casi redondas, de color
verde oscuro, carnosas Yy tienen un tinte azul oscuro que antiguamente se
utilizaba para colorear las fibras textiles.

- Sus flores son racimos terminales de color morado con cinco pétalos.

- Florece en noviembre.

- Raices fibrosas y ramificadas (Figura 3).

- Frutos pequefios (Figura 4).

Segun Lagos y Quinto (2018); Teves y Torres (2011), los frutos son aplanados, de

color negro azulado y mas o0 menos carnosos.
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Figura 1. Mullaca (Muehlenbeckia volcanica).
Fuente:(Agapito y Sung, 2005)

Figura 3. Mullaca (Muehlenbeckia volcanica)- raiz.
Fuente: (Agapito y Sung, 2005)
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Figura 4. Mullaca (Muehlenbeckia volcanica)-frutos.
Fuente: (Agapito y Sung, 2005)

e Distribucion y habitat

Arbusto silvestre que se desarrolla en ambientes calidos, laderas abiertas y célidas
con suelo seco, rocoso y arcillosos, entre 2400-4200 m.s.n.m., crece en la Sierra
peruana. En Peru, el género Muehlenbeckia tiene alrededor de 9 especies, la variedad
Mullaca (Muehlenbeckia volcanica) se encuentra presente en las regiones de Cusco,
Huénuco, Junin, Lima, La Libertad Ancash, Ayacucho, Cajamarca, y Puno (Teves y
Torres, 2011). Ademas, Colombia, Costa Rica, Guatemala, México, Bolivia y
Ecuador se encuentran entre las naciones donde estas especie de plantasse
encuentran ampliamente distribuidas (Pavlow y Roersch, 2018). Hay dos clases con
mayor valor. Se valoran mucho los beneficios medicinales de la Muehlenbeckia
volcanica, una planta rastrera que se adhiere a las rocas igneas, esta clase, del mismo
modo que la Muehlenbeckia tamnifolia que es muy parecido a la anterior clase, de
hojas y tamafio que reflejan las minusculas diferencias morfoldgicas y crece mejor

en los templados valles andinos (Cornejo, 1986).
e Antecedentes Historicos

De-La-Cruz et al. (2007) El nombre "mullaca” hace referencia a una planta originaria
de las regiones Wari y Tiahuanaco y que deriva de la lengua aymara. El tinte azul
oscuro que se encuentra en las flores de esta planta se ha utilizado para el tefiido de

las fibras naturales desde la antigiiedad.
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e Propiedades medicinales

Mantillay Olazabal (2008) Indican que, en algunas regiones, como en Cusco utilizan
el 81% de toda la planta; de esta hierba se elabora infusiones o "mates calientes" para
problemas de inflamaciones renales, hepaticas, enfermedades gastrointestinales,
broncopulmonares y para mejora del aprendizaje. Ademas, se recomienda para tratar
la diarrea y la tos, dolor de muelas para lo cual las hojas deben masticarse hasta que
desaparezca el dolor, asi como para las aftas bucales, y fiebre (Huamantupa et al.,
2011).

1.1.2 Nombre cientifico
Muehlenbeckia volcanica Bentham Endlicher (Cornejo, 1986).
1.1.3 Nombre comun

Agapito y Sung (2005) Sefialan que también comUnmente se les conoce como

“Bejuquillo", "Mullak'a", "Mullaca", "Laura", "Coca-Coca"
1.1.4 Clasificacion taxonémica:
Reino: Vegetal
Division:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryphyllidae
Orden: Caryophyllales Juss. Ex Bercht y J. Presl
Familia: Polygonaceae Juss.
Género: Muehlenbeckia

Especie: Muehlenbeckia volcanica Bentham
Endlicher.

1.1.5 Composicion quimica y nutricional de Mullaca

Contiene: glucésidos cianogenéticos que incluyen la prulauracina y amigdalina,
ademas contiene nitrilos, capulin, prumasina, taninos, saponinas, flavonoles,
6
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flavonoides (rutina, emodina, acido crisofanico, glicésidos antraquindnicos), ceras,
lectinas, resinas, lectinas, almidones, gomas, celulosa, terpenos (Pavliow y Roersch,
1994). En la fitoquimica de la Mullaca (Vaccinium floribundum Kunth) tiene diversos
componentes los componentes quimicos y nutricionales y se clasifica como un
alimento de alto valor biol6gico y alto contenido de antocianinas y compuestos
fendlicos. Su composicion quimica se compone principalmente de quercetina,
derivados del &cido hidroxicinamico y cianidina-3-glucosido, alrededor del 67% del
total de compuestos fenolicos corresponden a antocianinas 365 (mg de
antocianinas/100 g de fruta fresca), de los cuales aproximadamente el 89% son
derivados de antocianinas (cianidina galactosido, cianidina glucésido, cianidina
arabinosido) (Mostacero et al., 2015). Ademas identificaron, aungue en menor
medida la delfinidina y dos de sus derivados: la delfinidina galactésido y la
delfinidina arabindsido, asi como tambien, como cianidina, delfinidina como

agliconas (Zamora, 2009).

1.1.6 Parte utilizada Mullaca (Muehlenbeckia volcanica)
Pavlow y Roersch (1994), son utilizadas flores, hojas, frutos y raiz.
1.1.7 Pigmentos en plantas tintoreas

Los pigmentos de las plantas vegetales a menudo se derivan de varios componentes
bioactivos, que no siempre se correlacionan entre el color de la planta 'y los colorantes
que contiene. El hecho de que una biomolécula esté tefiida o no esta determinado por
su estructura y, en funcion de sus afinidades estructurales, la tincién tradicional
estadounidense clasifica los tintes organicos en seis amplias categorias; son de interés
cinco de ellos: carotenoides y flavonoides (amarillos anaranjados), antocianinas

(azules y rojos), quinonas (purpura escarlata), indigo (Cajias y Fernandez, 1987).
1.1.8 Polifenoles

Los compuestos fendlicos son uno de los oligoelementos del reino vegetal y son
importantes en la nutricion humana. Generalmente su clasificacion incluye acidos
fenodlicos, fenoles y flavonoides, que constituye un amplio grupo de sustancias
quimicas considerados metabolitos secundarios de los vegetales, con diferentes

propiedades estructurales y quimicas (Porras y Lopez, 2009).
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Tabla 1

Compuestos polifendlicos mas comunes en vegetales

Compuestos polifendlicos

Fenoles simples Catecol, cardanol, cardol
L ) ) Acido gélico, 4cido anacérdico, acido
Acido hidroxibenzoico L. 9
tanico
) uercitina
Flavonoides Q N
Miriticetina
Estilbenos Resveratrol

Fuente: (Navarro, 2018)

e Fenoles

Mufioz (2014) Sefala que los polifenoles son importantes antioxidantes dietéticos y
las papas contienen una buena parte de ellos, también promueven la salud por
contener una amplia gama de propiedades. Las papas son consideradas en tercer lugar
como fuente de fenoles y en segundo lugar de las manzanas y naranjas,
encontrandose en la cascara y la pulpa en las papas. Actualmente, existe gran interés
creciente en el consumo de papas andinas naturales pigmentadas, especialmente
aquellas con pulpa roja 0 morada, ya que la pulpa contiene 3 a 4 veces el contenido

fenolico de la mayoria de papas blancas o cremas disponibles.

Los antioxidantes vegetales son uno de los compuestos bioactivos de los alimentos
y estan presentes en diferentes partes de la planta, ya sean frutos, hojas, raices y /o
flores (Haytowitz y Bhagwat, 2010). El contenido total de sustancias fendlicas en

algunos productos alimenticios se observa en (Tabla 2).
e Flavonoides

Ademas, son sustancias que tienen propiedades antioxidantes y por tanto favorecen
la buena salud. En comparacion con otros alimentos, las papas no contienen muchos
flavonoides, pero su elevado consumo los convierte en una buena fuente de ellos. Al
igual que los fenoles, las papas con pulpa roja 0 morada contienen concentraciones
mucho mas altas y se utilizando en la industria alimentaria como fuente de colorantes
naturales y antioxidantes, especialmente como sustituto de colorantes artificiales para

mejorar la salud humana (Mufoz, 2014).
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Tabla 2

Contenido total de fenoles en algunos alimentos.

Contenido de polifenoles totales (mg acido
galico/ 100 g)

Detalle

Especies molidas

Clavo de olor 16550
Menta 491
Orégano 4980
Frutas

Arandanos 311
Banana 155
Cerezas 259
Ciruelas 332
Duraznos 133
Frambuesas 414
Frutillas 332
Kiwis 211
Limoneros 51
Manzanas 250
Melones 56
Naranjas 57
Peras 178
Uvas 170
Vegetales

Ajo 92
Apio 42
Berenjena 63
Brocoli 316
Cebollas 23
Coliflor 93
Papas 163
Pepino 22
Perejil 77
Pimiento rojo 255
Remolacha 188
Repollo colorado 231
Tomate 80
Zanahorias 35
Legumbres

Lentejas 628
Manies 396
Porotos 94
Bebidas
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Jarabe de chocolate 417
Vino blanco 20
Vino tinto Cabernet S. 203

Fuente: (Haytowitz y Bhagwat, 2010) USDA.

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular con una estructura principal
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6) (Figura 3), que consta de dos anillos de fenilos
(A'y B) unidos por un anillo de pirano C (heterociclico) (Martinez, 2005).

Figura 5. Estructura bésica de un flavonoide
Fuente: (Martinez et al., 2005)

Los flavonoides Martinez et al. (2005) dependen de las propiedades estructurales. Su

clasificacion es de la siguiente manera:

- Los flavanos como las catequinas, tienen en la posicion 3 del anillo C un grupo
-OH.

- Los flavonoles, representados por la quercetina, tienen grupos carbonilo en sus
moléculas, en la posicion 4 y 3 del anillo C hay un grupo -OH.

- Los flavonoides, al igual que la diosmetina, carecen de un grupo hidroxilo en la
posicién C3y tienen un grupo carbonilo en la posicién 4 del anillo C.

- Las antocianinas con un doble enlace entre los carbonos 3y 4 en el anillo C y un

grupo -OH adicional en la posicion 3.

Las vitaminas del presente siglo, son los flavonoides, son subproductos vegetales
necesarios para que tanto los humanos como los animales funcionen normalmente
(Shigematsu et al., 2003). Los flavonoides pertenecen a la clase de polifenoles con
propiedades antioxidantes, inhiben la expresion de los inhibidores de la
ciclooxigenasa 2 (COX-2) y oxido nitrico sintasa inducida (NOSi), inhiben la tirosina
y serina treonina quinasa, inhiben el mecanismo del acido araquidonico y tienen

efectos antiinflamatorios, mutagénicos y anticancerigenos, pueden inhibir las vias
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inflamatorias y pueden usarse para tratar la enfermedad inflamatoria intestinal
cronica (Somova et al., 2003). Ademas, los fenoles inhiben la produccion de 6xido
nitrico (ON), la 5 lipooxigenasa (5 LO) y capturan peroxinitrito. La ingesta dietética
diaria estimada de flavonoides es de uno a dos gramos por dia, dependiendo
principalmente de los habitos dietéticos (Gonzales et al., 2011). Ingresa al cuerpo a
través del tracto gastrointestinal, por lo que este 6rgano, especialmente el epitelio de
la mucosa, esta expuestos a una concentracion bastante alta de flavonoides. Hoensch
y Reinhard (2011), sefialaron que otro desafio seria desarrollar preparados de
flavonoides especificos para entregar estos compuestos a la estructura de destino y
de sus receptores. Si esto se consigue, los flavonoides podran utilizarse como agentes

preventivos y terapéuticos, tal como se hacian antiguamente con las vitaminas.
e Antocianinas

Las antocianinas son compuestos quimicos que dan a las hojas, flores y frutos sus
colores rojo, azul y violeta y son particularmente importantes en los ardndanos. Estos
compuestos pertenecen a la familia de los flavonoides (Kalt et al., 2003). Son
glucdsidos de antocianidinas, es decir, que estan constituidos por una molécula de
antocianidina, que es la aglicona, a las que se unen azucares mediante enlaces O-
glucosidico (Tabla 3) (Garzdn, 2008). La estructura quimica basica de estas agliconas
es el ion flavilio, también conocido como 2-fenilbenzopirilio, que consta de dos
grupos aromaticos: un benzopirilio (A) y un anillo fenélico (B); los dos conectados
por una cadena de tres atomos de carbono (Aguilera et al., 2011). Los cambios
estructurales en el anillo B dan lugar a las seis antocianidinas conocidas que se ven

en las figuras 6,7 y 8.
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Tabla 3

Estructura basica y sustituyente de las antocianidinas — aglicona.
Substitucion

Aglicona R B Amax (nm)
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCHs H 506 (naranja-rojo
Petunidina OCHs OH 508 (azul-rojo)

Malvidina OCH3s OCH3s 510 (azul-rojo)
Fuente: (Garzdn, 2008)

Figura 6. Estructura y sustituyentes de las antocianinas.
Fuente: (Durst y Wrolstad, 2001).

Figura 7. Estructura mas comun de la antociana glucosilada.
Fuente: (Walford, 1980)
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Pelargonidina Cianidina Peonidina
OH OMe OMe
OH OH OH
® ® (]
HO 0. O HO. 0. O HO. 0. O
O ™o o ™
7 OH Z OH “ OH
OH OH OH
Delfinidina Petunidina Malvidina

Figura 8. Estructura molecular de algunas antocianinas comunes.
Fuente: (Walford, 1980).

La cantidad y orientacion de los grupos hidroxilo y metoxilo dentro de la molécula

de antocianina determinan el color del compuesto.

El aumento de la metoxilacion produce un color rojo, mientras que el aumento de la

hidroxilacion produce un color azul.

Debido a la diversidad de antocianinas que se encuentran en la naturaleza, son un
grupo muy complejo y fascinante con una variedad de estructuras fundamentales. Se

ha informado que existen 635 antocianinas diferentes (Castafieda y Guerrero, 2015).

El nimero de grupos hidroxilo, el grado de metilacion, el tipo, nimero y ubicacién
de las moléculas de azucar, asi como el tipo y cantidad de &cidos arométicos y grasos
unidos a los azucares, dependen de los cambios en la composicion estructural de las

antocianinas (Durst y Wrolstad, 2001).

La distribucién media de antocianinas en vegetales es: 30% de cianidina, 22 %
delfinidina, 18 % pelargonidina, 7.5 % peonidina, 7.5 % malvidina y 5% petunidina.
Los tipos de antocianinas se pueden aumentar segin el tipo y la cantidad de azUcares

unidos a las antocianidinas (Clifford, 2000).

Pacheco (2019) Menciona que las antocianinas son pigmentos rojos solubles en agua
que se encuentran ampliamente en el reino vegetal. Las antocianidinas son agliconas
con azucares conectados por enlaces B — glucosidicos, y las antocianinas son

glucdsidos de antocianidina desde una perspectiva de composicion quimica.
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Welch et al. (2008), los pigmentos de las antocianinas son solubles en agua las que
pertenecen a la familia de los flavonoides (compuestos fendlicos) estos son
glucdsidos de antocianidinas que se derivan del 2-fenilbenzopirilio (ion flavilio).
Estos frutos con coloracion roja, azul o morada son considerados como colorantes
alimentarios y antocianinas, representando como una fuente potencial con el que se
obtiene una gama de productos de consumo humano con valor agregado (Garzon,
2008).

1.1.9 Compuestos antioxidantes

Al actuar como donadores de electrones (agentes reductores), los antioxidantes son
moléculas que posponen o detienen la oxidacion de sustratos oxidables. Los radicales
libres se producen cuando un organismo guema oxigeno para obtener energia, son
liberados por todos esos organismos y son fatales para la vida a menos que sean

neutralizados por mecanismos de defensa celular.

Al actuar como donadores de electrones (agentes reductores), los antioxidantes son
moléculas que pueden posponer o detener la oxidacion de sustratos oxidables. Todos
los seres vivos que queman oxigeno para obtener energia, liberan radicales libres,
que son incompatibles con la vida a menos que sean neutralizados por mecanismos
de defensa celular. Estos agentes protectores se Ilaman antioxidantes. Es estrés
oxidativo puede dafiar o matar las células cuando los niveles de enzimas

antioxidantes son bajos o estan inhibidos. Su clasificacion se detalla a continuacion:

Endogenos: La catalasa, el superdxido dismutasa, el glutation peroxidasa, el glutation
S-transferasa, la tioredoxina-reductasa y el sulfoxido-metiltionina-reductasa son

algunas de las enzimas que los organismos suelen biosintetizar.

Exogenos: Son fuentes dietéticas de sustancias no enzimaticas como los beta-
carotenos, vitamina C y E, los fitoestrdgenos, polifenoles, glutatién, &cido drico,
ubiquinol (Coenzima Q), melatonina, flavonoides y licopenos. Debido a
oligoelementos como cobre, zinc, manganeso, selenio, hierro y otros minerales que
son componentes esenciales de las enzimas antioxidantes centrales, el cuerpo

también debe absorberlos ademas de las vitaminas (Porras y Lopez, 2009).
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1.1.10 Capacidad antioxidante

La capacidad de una sustancia para prevenir la degradacion oxidativa, como la
peroxidacion lipidica, se denomina "actividad antioxidante", y los efectos de los
antioxidantes estan determinados principalmente porque también pueden combatir

los radicales libres (Londofio, 2012).

Los metodos directos e indirectos son dos categorias en las que se pueden separar los
métodos para medir la actividad antioxidante. EI método directo se basa en la
investigacion de como los antioxidantes afectan la degradacion oxidativa del sistema,
especificamente proteinas, &cidos nucleicos, plasma, grasas, lipoproteinas,
biopeliculas, etc. El uso de radicales libres metaestables coloreados con una potente
absorcion espectro visible, como DPPH y ABTS, es una forma comun de medir la
actividad estabilizadora de los radicales libres de los antioxidantes y, por lo tanto,
estudiar indirectamente su capacidad para estabilizar radicales libres particulares
(Londofio, 2012). Se muestra una excelente estabilidad durante la reaccion mediante
los métodos ABTS y DPPH (Kuskoski et al., 2005).

1.1.11 Extraccién de antocianinas

En la actualidad existe la necesidad de desarrollar métodos eficaces para obtener por
extraccion sustancias activas Utiles a partir de materiales vegetales, la misma que
continda creciendo. Muchos parametros tienen efectos en el proceso de extraccion
de antocianinas. El pH, la temperatura, el tiempo de extraccién y la composicion del
disolvente son algunos de ellos (Borges et al., 2011). Para extraer antocianinas se
puede utilizar alcohol acidificado, agua o una mezcla con una pequefia cantidad de

acido afiadido para evitar la degradacion del material.
1.1.12 Factores que influyen en la extraccion

a) Solvente

Alta selectividad, baja viscosidad y libre circulaciéon son requisitos para el solvente
elegido (Ibarz, 2005); pero a medida que avanza la extraccion, la concentracion del
soluto aumenta y el gradiente de concentracion cae a medida que aumenta la
viscosidad (Ullauri, 2010).
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El agua se considera un solvente universal debido a su capacidad de extraccion tanto
en fase sélida como liquida, mientras que el etanol se usa frecuentemente para extraer

componentes activos de las plantas (Ullauri, 2010).

b) Tamario de particula

Debido a que las particulas sélidas mas pequefias tienen mas superficie en contacto
con el liquido y una distancia de difusion mas corta entre soluto y el disolvente, la
cantidad de soluto transferida se ve afectada de manera diferente por el tamafio de la
particula (Ullauri, 2010).

El tamafio de las particulas tiene un impacto diferente en la extraccion porque los
solidos pequefios tienen una mayor superficie de contacto con el liquido, la distancia
de difusién el soluto -disolvente méas corta y una mayor tasa de transferencia de
soluto) (Ullauri, 2010).

c) Tiempo de extraccion

En la extraccion de colorante se piensa que es un factor de menor incidencia, pero a
nivel industrial en produccion de alto volumen se convertird en un factor de costos
operativos muy significativo ya que la rentabilidad disminuye con tiempos de

produccién mas largos (Centeno, 2003).

1.1.13 Estabilidad de antocianinas

El color y la tonalidad de las antocianinas estan determinados por el nimero y
orientacion de sus grupos hidroxilo y metoxilo en la molécula; a medida que aumenta
la hidroxilacién se produce azul, mientras que aumenta la metoxilacion se produce
rojo (Zapata, 2014). La baja estabilidad de las antocianinas durante el procesamiento
y almacenamiento limita su uso en matrices alimentarias, farmacéuticas y cosméticas
a pesar de sus beneficios como posible reemplazo de colorantes artificiales (Garzén,
2008; Wrolstad, 2000). Algunos factores que afectan la estabilidad del pigmento
incluyen la concentracion y actividad de agua de la matriz, la presencia de oxigeno,

acido ascorbico, el pH y la temperatura.
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1.1.14 Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas

Muchos factores influyen en la estabilidad de las antocianinas. Los procedimientos
técnicos, como la extraccion de antocianinas del material vegetal, el tratamiento
térmico o el almacenamiento de productos que los contienen, pueden tener un

impacto en su integridad estructural (Zapata, 2014).

Segun Peguero (2007) las antocianinas son extremadamente inestables porque en
solucion se ven dafiadas por la luz, los cambios de pH, la temperatura, la oxidacion,
la presencia de otros flavonoides y metales. La deficiencia de electrones en el ntcleo
flavilio las antocianidinas experimenten con frecuencia reacciones que alteran su
estructura. Dependiendo de cuantos grupos metoxilos estén presentes en el anillo B
y de cuantos grupos hidroxilo estén presentes en la molécula, la estabilidad de la

molécula aumentara o disminuira.

a) Efecto del pH

La forma maés estable de las antocianinas carece del nucleo flavilio y es muy sensible
a los cambios de pH (Wong, 1994) dado que el color de estos pigmentos depende de
cuén acido o alcalino sea el sistema en el que se usan, sirven como verdaderos
indicadores de pH. Debido a esto, s6lo los alimentos que son &cidos y tienen un pH
inferior a 3.5 pueden utilizar eficazmente estos pigmentos antocianicos como

colorantes naturales (Castafieda et al., 2009; Zapata, 2014 y Barragan, 2018).

La estructura de las antocianinas esta protegida por la acidez y, a medida que aumenta
el pH, la estructura inestable se degrada més rapidamente. Para que predominen los
cationes flavilio, se aconseja el uso de antocianinas en los sistemas alimentarios para

alimentos con acidez intermedia (Aguilera, 2011).

b) Efecto del oxigeno

Las antocianinas se pueden oxidar para producir color marrén o incoloro mediante
una reacciéon directa con oxigeno o una reaccion indirecta con compuestos
previamente oxidados. Como antioxidantes, también pueden interactuar con los
radicales libres de oxigeno. Estos procesos de oxidacion se activan a medida que

aumenta la temperatura (Barragan, 2018).
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También se observd la formacion de perdxido de hidrdgeno, ésteres incoloros y
derivados del compuesto cumarina a partir de la reaccion del acido ascorbico y
antocianinas en presencia de oxigeno. El cobre sirve como catalizador para esta

reaccion y los flavonoles sirven como inhibidores (Fennema, 2010).

Segun Garzon (2008) el efecto del acido ascérbico sobre la estabilidad de las
antocianinas se puede atribuir a una reaccion de condensacion entre el acido y el
pigmento. Para eliminar el oxigeno, técnicas como el envasado al vacio muestran una

dispersion de color (Fennema, 2010).

¢) Efectodelaluz

La degradacion de las antocianinas se acelera con la luz, que también es necesaria
para la biosintesis de antocianinas. Conservan mejor su color si se almacenan en la
oscuridad. La mayor pérdida de antocianinas (70%) se observo bajo luz fluorescente
y una temperatura ligeramente elevada (Markakis, 1982; Barragan, 2018 y Pacheco,
2019). Tanto el vino tinto como otros zumos de frutas sufren los efectos negativos de
la luz, que puede acelerar la degradacion de las antocianinas. Los antioxidantes
sulfonatos de las flavonas polihidroxiladas, las isoflavonas y auronas protegen contra

la fotodegradacion (Fennema, 2010).
a) Efecto de la temperatura

La temperatura es uno de los factores méas importantes que influyen en como se
descomponen las antocianinas. Las investigaciones muestran gque estos pigmentos se
degradan facilmente cuando se exponen al calor y el aumento de la temperatura
aumenta la tasa de degradacion. En comparacion con las antocianinas metiladas,
glicosiladas o acetiladas, las antocianinas altamente hidroxiladas son menos estables
térmicamente (Garzon, 2008). Para aumentar la estabilidad del pigmento, se
recomienda un breve tratamiento a alta temperatura por corto tiempo seguido de un
almacenamiento a baja temperatura (Medina, 2012). Asu vez Castafieda y Guerrero
(2015), demostraron que se pueden utilizar dos mecanismos diferentes (hidrélisis de
enlaces glicosidicos, que da como resultado la formacion de agliconas, o por ruptura
hidrolitica, que da como resultado la formacion de chalconas) para explicar como las

antocianinas se degradan cuando aumentan las temperaturas.
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b) Efecto de las enzimas

Las glicosidasas y las polifenoloxidasas, también conocidas en conjunto como
antocianasas, son dos grupos de enzimas que intervienenen la decoloracion de las
antocianinas. Las glicosidasas hidrolizan los enlaces glucosidicos, formando azucar
0 azUcares y agliconas. La disminucion de la solubilidad de las antocianinas y su
transformacion en productos incoloros son los culpables de la pérdida de intensidad
del color. En Presencia de O-difenoles, la polifenoloxidasa produce O-
benzoquinonas, que luego interactdan con las antocianinas a través de medios no
enzimaticos para producir antocianinas oxidadas y productos de degradacion
(Fenema, 2010).

1.1.15. Metodologia de superficie de respuesta (MSR)

Es una combinacion de analisis de regresion y disefio experimental que Box y Wilson
propusieron en 1951. El mejor valor de variable independiente es aquel que
maximiza, minimiza o satisface un conjunto de restricciones sobre la variable de
respuesta de posicion. Esto se determina mediante una serie de experimentos y

técnicas de modelado (Jimenez, 2015).

a) Aspectos de metodologia de superficie de respuesta

Los métodos de superficie de respuesta incluyen tres aspectos: disefio, modelos y

técnicas de optimizacion (Gutiérrez y Vela, 2008).

- Aspecto del disefio: Esto indica que se debe utilizar un disefio experimental para
optimizar el procedimiento, particularmente para ajustar modelos de regresion

lineal multiple. Este estudio utiliz6 un disefio de “Disefio Central Compuesto

Rotable (DCCR)”.

- Aspectos de modelo: Los siguientes son los componentes basicos de un analisis
de regresion lineal mdultiple: parametros del modelo, modelo ajustado,
significancia del modelo, prueba de falta de ajuste, residuos, variables predictivas,

intervalo de confianza de prediccion y coeficiente de determinacion.
- Los modelos utilizados en MSR son polinomios béasicamente. Asi, si hay k
factores, el modelo de primer orden se obtiene de la siguiente manera:
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Y = B° + X BiXiki=1+ €
Y el modelo de segundo orden es:

Y = B° + B1X1 + B2X2 + B3X3 + B123X1X2X3 + B11X12 +
B22X22 + B33X32 +¢€ Ec. 1

Donde:

Y: Variable de respuesta

X1: Variable independiente 1
X2: Variable independiente 2
Xas: Variable independiente 3
Bo: Intercepto

B1; B2; Ba: Pi1; P12; P22: Bas: Coeficientes de regresion

Teniendo en cuenta dos variables de proceso, X1y X2, asi como varios valores
de pardmetro, Figura 9 muestra un diagrama del modelo producido por las
ecuaciones de primer y segundo orden. La Figura a muestra el modelo de primer
orden, que es claramente un plano segun su superficie. En las Figuras b, cy d se
muestran diferentes modelos de segundo orden. El signo y la magnitud de los
coeficientes del modelo determinan la forma precisa de la superficie. Las tres
formas basicas representadas por estos graficos son: b superficie méaxima

(montafia), ¢ superficie minima (valle) y d superficie de punto silla (minimax).

- Aspectos de optimizacion: Consiste en técnicas matematicas que, dado un modelo
conocido, se aplican para analizarlo con el fin de conocer mas sobre el punto

optimo.
b) Técnicas de optimizacién

Una vez que el modelo se ha ajustado y validado correctamente, se examina la
superficie que describe para identificar el conjunto de niveles de factores que ofrece
el mejor valor de respuesta o para determinar la 6ptima direccion de respuesta. Los
experimentos futuros son posibles. Si el modelo no puede explicar al menos el 70%
del comportamiento de respuesta (en términos de R2), no se recomienda para fines

de optimizacion debido a su mala calidad predictiva (Gutiérrez y Vela, 2008).
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Figura 9. Superficies de respuesta: a) descrita por un modelo de primer orden; b),
c) y d) descritas por modelos de segundo orden.

c) Mejor tratamiento y punto 6ptimo

La mejor combinacién de niveles de factor dados los niveles utilizados durante el
estudio experimental es el tratamiento Optimo. El punto 6ptimo es la mejor
combinacion de valores de los factores en estudio, teniendo en cuenta toda la region
de operabilidad. En particular, en un disefio factorial completo, el mejor tratamiento
entre todos los tratamientos probados en el estudio es el "tratamiento ganador™ desde
un punto de vista estadistico. En cambio, el punto 6ptimo significa que es la mejor
combinacion posible en toda la region de operabilidad. Por lo tanto, determinar el
punto éptimo plantea un desafio mayor para el experimentador y requiere de una
estrategia mas completa que permite la ejecucion secuencial de maultiples

experimentos y el uso de técnicas analiticas adicionales (Gutiérrez y Vela, 2008).

d) Disefio central compuesto (DCC)

Se trata de disefios factoriales con las 2k combinaciones adicionales se dividen en "n
puntos centrales" y "puntos axiales". Las coordenadas de los puntos de los axiales
para cada eje del factor de codificacion son: (+a,0,0,...,0); (0, *a, 0,...,0);

(0,0,0....,xa), los puntos centrales tienen la forma (0,0,0,...,0). Dependiendo de la
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eleccion del punto axial a, el disefio central compuestos pueden tener diferentes
propiedades como ortogonalidad, rotabilidad y homogeneidad (Gutiérrez y Vela,
2008). La varianza de la estimacion debe ser constante en puntos que estén
equidistantes del centro de la estructura, que es la Unica propiedad ideal que estos
disefios tienen en cuenta. Esta propiedad, llamada rotabilidad, se obtiene
estableciendo o = (2k) ¥4. Como resultado, los valores a para el constructo de dos

factores y el constructo de tres factores son respectivamente 1,414 y 1.682.

Un potente método estadistico que se emplea con frecuencia para optimizar procesos
complejos es el método de superficie de respuesta (MSR) (Xu et al., 2018). El
principal beneficio de MSR es que minimiza el nimero de pruebas experimentales
necesarias para evaluar diferentes pardmetros y sus interacciones, asi como para
producir modelos matematicos para establecer valores éptimos (Kan et al., 2015). La
extraccion de proteinas, polisacaridos, flavonoides, compuestos fendlicos y otros

compuestos de una variedad de materiales se ha optimizado utilizando esta técnica.

1.2 Antecedentes

En la literatura cientifica se encontraron investigaciones sobre caracterizacion,
cuantificacion y determinacién de la capacidad antioxidante en extractos de frutos de
(Muehlenbeckia volcanica) los cromatogramas de HPLC pertenecen a antocianidinas,
delfinidina y petunidina cuyo contenido de polifenol total 275,55 (mg de &cido
galico/100g), antocianina 171.85 (mg cianidina-3- glucésido/100g) y capacidad
antioxidante TEAC DPPH 31,37 (umol trolox/g), determinando que estos frutos pueden
ser utilizados como alimentos funcionales y tienen altas capacidades antioxidantes
(Barragan et al., 2020). Sin embargo, no se ha optimizado el proceso de extraccion para
determinar el contenido total de antocianinas y tampoco la cuantificacion en porcentaje
de las antocianidinas, delfinidinas y petunidinas en los cromatogramas de HPLC. Segun
Chacon y Octavio (2015), el Per( es un pais rico en biodiversidad con una gran variedad
de frutos que han recibido poca investigacion como son los frutos de mullaca, todavia se
comen como frutos silvestres. Asimismo hoy debido a la gran demanda de alimentos
funcionales es primordial investigar los componentes bioactivos y determinar los
parametros para la extraccion de colorantes naturales con el fin de incrementar el uso de
colorantes naturales en alimentos que tengan propiedades antioxidantes, lo que

beneficiara a la poblacion de la region andina (Pokorny et al., 2005).
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Giusti y Wrolstad (2001) En su estudio menciona que para un total de 63 tratamientos se
utilizé un disefio experimental mixto (7 x 3 x 3). Incluia tres factores: tiempo (7 niveles)
(0,5,10,15,20,25 y 30 dias) y (3 niveles) temperatura (0, 10 y 20°C) y pH (3, 4 y 5).
Célculo del rendimiento del zumo de fruto tres la extraccion de antocianinas del fruto de
zarzamora. Durante 30 dias, se tomaron lecturas de absorbancia (nm) utilizando un
espectrofotometro UV-Vis cada cinco dias, estos datos se utilizaron para evaluar como
eran las influencias de los factores relacionados con la estabilidad. Luego utilizaron el
método de pH diferencial (método propuesto) para calcular las antocianinas totales.
Cuando se evalta la estabilidad de las antocianinas en los frutos de zarzamora, se
descubre que el rendimiento de extraccion en el zumo es del 62,89%. Luego de la
evaluacion, se encontr6 que los factores de tiempo y temperatura no afectan la estabilidad
de las antocianinas en frutos de zarzamora, por lo que se concluy6 que no tienen efecto
sobre la estabilidad de las antocianinas. Las antocianinas se degradan menos a
temperaturas mas bajas y mas a temperaturas mas altas, después de analizar los resultados
de concentracion (antocianinas totales), finalmente calculamos la energia de activacion
en varios niveles de pH: pH 3, Ea = 16,99 kJ/mol; pH 4, Ea = 51,48 kJ/mol y pH 5, Ea =

13,77 kd/mol en extracto de zarzamora (Pacheco, 2016).

Se optimizo el proceso de extraccion de antocianinas de berenjena (Solanum melongena
L.) y se evalud su capacidad antioxidante mediante un estudio efectuado, teniendo como
objetivo de la investigacion realizar analisis fisicoquimicos, contenido en fenoles y
antocianas en extractos de la piel y pulpa. El procedimiento de extraccion de antocianinas
se optimizo utilizando la metodologia de superficie de respuesta teniendo en cuenta tres
variables: concentracion de solvente, etanol acidificado 1% con acido ortofosférico (50—
90% v/v), temperatura de extraccion (30-60 °C) y tiempo de extraccion (4 a 12) horas.
La capacidad antioxidante se evalu6 mediante el método ABTS (6-sulfonil-3-
etilbenzotiazolina). Aunque la capacidad antioxidante mostré un comportamiento lineal,
la extraccion de antocianinas de la cascara siguié un modelo cuadratico. Las condiciones
de extraccién con un solvente acidificado al 50%, un periodo de extraccion de 4 horas y
una temperatura de 30 °C tuvieron el mayor contenido de antocianinas, alcanzando 62

mg/100 g, segun la optimizacion del modelo (Heras et al., 2013).

Torres y Cobo (2014) Estudiaron la extraccion de pigmentos de mortifio y evaluaron su
estabilidad como colorantes en la industria alimentaria mediante extraccion solido-

liquido con etanol de 96° como solvente y acido citrico p/v 0,03% de concentracion; para
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evaluar la estabilidad del pigmento de mortifio (Vaccinium meridionale), utilizado como
colorante en la industria alimentaria, los investigadores analizaron su estabilidad segun
los siguientes factores: temperatura (4, 14 y 68 °C), pH (4, 5 y 6), ambiente de
almacenamiento (luz, oscuridad) por cuatro semanas. Los resultados mostraron que estos
factores tuvieron un efecto significativo sobre los pigmentos, la degradacion de las
antocianinas aumentd con la temperatura y permanecid estable a bajas temperaturas,
mientras que el pH tuvo el efecto opuesto y fue mas estable a un pH mas bajo, un pH maés
alto provocara un cambio de color, es decir, cambiara de color cuando se exponga a altas

temperaturas. La luz afecta la estabilidad y es mas estable en condiciones de oscuridad.

Se han efectuado trabajos de investigacion de extraccion de antocianinas en arandanos,
encontrando sus parametros optimos a 50°C de temperatura a pH 1.2 en una hora de
extraccion y cuando la proporcién de materia prima disolvente es (1:2,8) kg/kg, el
contenido de antocianina es relativamente alto, con 879,0 mg cianidina -3-glucésido/100
mL, el contenido total de fenoles es 1424 mg GAE/100 mL y las actividades antioxidantes
se estimaron mediante los métodos ABTS y DPPH en 5730 y 4872 mg EAA/100 mL,
respectivamente (Zapata et al., 2014).

Segun investigaciones sobre la extraccion de antocianinas del maiz morado determinaron
los factores y como interactuaron entre si demostraron que al extraer las antocianinas de
las coronas de maiz morado dependia del tiempo y la temperatura de extraccion, y que un
20% de etanol y un rango de pH de 2 a 4 eran favorables para la extraccion, arrojando un
valor de 46.534 mg de antocianinas/g de muestra (Gorriti et al., 2009).

Hector et al. (2006) Se encuentra una fuerte capacidad antioxidante y efectos bioactivos
en frutas con alto contenido de flavonoides y polifenoles, los extractos del fruto de

Mullaca también pasaron por la misma evaluacion.

Los frutos de ardndanos o blueberry (Vaccinium corymbosum) son los mas comunes y
reconocidos por su alto contenido antioxidante y valor comercial (Ribera et al., 2010).
Para evaluar la capacidad antioxidante de estos extractos naturales para su potencial uso
como fuente natural de antioxidantes, tambien se estudio la degradacion de compuestos

bioactivos en tubérculos como la papa coloreada (Barragan y Aro, 2017).

Mellado et al. (2012) En la investigacion sobre mullaca (Muehlenbeckia hastulata)

hallaron que las raices contienen antraquinonas como &cido crisofanico, emodina, rhein,
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pseudohipericina, y en as partes aéreas contienen taninos y flavonoides (rutina y
epicatequina) (Mellado et al., 2013; Arauco, 2016), examinaron las hojas de
Muehlenbeckia hastulata y aislaron tres antraquinonas del extracto de acetato de etilo
(EtOAC). El material vegetal se seco al aire, se extrajo dos veces con 2 litros de EtOAc y
se agitd cada 24 horas para probar la actividad blanqueadora de estos compuestos. Se
produjo un residuo que pesaba 56,27 g después de que el extracto resultante se
concentrara al vacio. Para aislar las tres antraquinonas, el extracto se cargo en gel de silice
(malla 0,063-0,200) y se fraccion0 en una columna ultrarrapida usando un gradiente de
hexano-EtOAc (0 a 100 %). Concluyendo que Muehlenbeckia vulcanica Meisn contiene
antraquinona-O-glucdsido, mientras que Muehlenbeckia hastulata contiene emodina y

rhein.

Erazo et al. (2002); Arauco (2016) Descubrieron flavonoides, epicatequina, rutina y
emodina 8-glucosido después de analizar la composicion quimica y la actividad
farmacoldgica de las raices y partes aéreas de la planta. Demostraron que los derivados
de antraquinona estan presentes en el género Muehlenbeckia y, como resultado,
Muehlenbeckia volcanica Meisn contiene antraquinona-O-glucoésido y Muehlenbeckia
volcanica Bentham contiene  saponinas, taninos, rutina, resinas y compuestos
antraquinonicos: acido crisofanico y su glucésido emodina y su glucésido y Rhein
(Rodriguez et al., 2002; Arauco, 2016).

Tao et al. (2015) Desarrollaron y optimizaron un método de extraccién ultrasnica
(EUAE) altamente eficiente para la extraccion de polisacaridos de Momordica charabtia
L. Se utilizan un experimento de un factor y un experimento ortogonal para los principales
factores experimentales y su rango de deteccion. Con base en resultados experimentales
preliminares, se utilizaron la metodologia de superficie de respuesta (RSM) y el disefio
Box-Behnken (BBD) para optimizar las condiciones de EUAE. Los datos experimentales
se ajustaron a una ecuacion polindmica de segundo orden mediante analisis de regresion
multiple y andlisis de varianza (ANOVA) y luego se utilizaron para crear un modelo
matematico para la optimizacion experimental. Las condiciones optimas de extraccion
fueron: pH 4,38, temperatura de extraccion 52,02 °C, tiempo de extraccion 36,87 min. El
polisacarido (MCP) de Momordica charabtia L. cuyo rendimiento es de 29,75 + 0,48 %
en condiciones de extraccion ideales, lo que estaba en linea con el valor previsto del
modelo BBD de 29,80 %.
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Las fresas son una fruta importante para hacer jugo porque contienen compuestos
bioactivos que promueven la salud. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del
ultrasonido (0, 4, 8, 12 y 16 min) sobre el color, el acido ascérbico, los compuestos
fenolicos y el perfil de actividad antioxidante del jugo de fresa. También se evaluaron las
propiedades microestructurales de las fresas tratadas con ultrasonido. Los resultados
mostraron que 16 minutos de ultrasonido aumentaron significativamente la diferencia de
color en las muestras (p <0,05). Entre ellos, los contenidos de fenolicos totales,
flavonoides, acido ascérbico y actividad antioxidante fueron mayores en las muestras
tratadas con ultrasonido durante 12 minutos. El analisis microestructural reveld la
formacion de formas irregulares, desgarros y pérdidas de tejido y distorsion de las paredes
celulares, lo que explica por qué la ultrazonido mejora la eficiencia de extraccion de
fitoquimicos. Los resultados actuales presentados en este estudio proporcionan una mejor
comprension del uso del ultrasonido para mejorar los compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante del jugo de fresa (Wang et al., 2019).
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 Identificacion del problema

El clima y la ubicacion geografica del Per( en relacion con los principales mercados
mundiales son dos factores clave para que la agricultura peruana sea competitiva en un
entorno internacional. En el Per( se pueden encontrar hasta 84 de los 108 tipos de clima
que se encuentran en el mundo, lo que permite que la agricultura proporcione variedad de
cultivos, diversidad de cultivos y especies forestales (MINAGRI, 2017). EI modo de vida
que llevamos actualmente promueve patrones alimentarios poco saludables y el consumo
de alimentos con escaso valor nutricional y capacidad antioxidante. Desafortunadamente,
consumimos menos alimentos naturales debido al énfasis de nuestra dieta en la comida
répida rica en grasas, la comida chatarra, los alimentos enlatados con conservantes y las
bebidas con alto contenido de azucar (como los refrescos). Como resultado, ahora existen
importantes problemas de salud en nuestra sociedad, incluido un aumento de las

enfermedades crénicas y la desnutricion, la obesidad y varios tipos de diabetes.

Es necesario consumir alimentos con actividad biolégica natural, como frutas regionales
0 nativas y granos andinos, porque la mayoria de los alimentos procesados
comercialmente contienen antioxidantes sintéticos, muchos de los cuales contienen

sustancias nocivas no saludables y contribuyen a una serie de enfermedades.

Cuando se consumen alimentos con contenido de compuestos fendlicos y antocianinas,
pigmentos que dan colores violeta, rojo y azul, estos compuestos bioactivos y tienen la
capacidad de afectar las actividades celulares y fisioldgicas, son beneficiosos para la
salud. Se ha demostrado en numerosos estudios que las antocianinas tienen propiedades
antioxidantes, anticancerigenas, antibacterianas, antidiabéticas y antiinflamatorias
(Aguileraetal., 2011).
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Muehlembeckia volcénica se encuentra actualmente en Peri como un arbusto silvestre, a
menudo utilizado como material para cercas en propiedades rurales, y sus frutos maduros
rara vez se utilizan como alimento, ya que generalmente se cosechan entre marzo y junio.
Arbusto de distribucion limitada. Pero como es comun en las regiones de Apurimac,
Huancavelicay Cusco, alin no se ha establecido su verdadero valor agregado, se considera
que es una sustancia con un alto potencial bioactivo que puede utilizarse para obtener

colorantes naturales.

El problema de este trabajo de investigacion es que la extraccion del contenido total de
antocianinas no se ha optimizado aplicando la metodologia de superficie de respuesta y
la falta de evaluacién de compuestos bioactivos especificamente de antocianinas de los
frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica) referente a la cuantificacion de los

cromatogramas de HPLC en porcentaje de la antocianidina, delfinidina y petunidina.
Por todo ello se plantean las siguientes interrogantes:
2.2 Enunciados del problema

2.2.1 Problema general

¢ Cudl sera el resultado de la optimizacion del proceso de extraccion de antocianinas
totales y de la evaluacion de compuestos bioactivos en fruto de mullaca

(Muehlembeckia volcanica)?
2.2.2 Problema especifico

- ¢Cual es la extraccion optima de temperatura, pH y tiempo de antocianinas totales
en frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica)?

- ¢Cuél es el efecto de la temperatura, pH y tiempo de extraccidn optimizada en el
contenido de antocianina total en fruto de mullaca (Muehlembeckia volcanica)?

- ¢Cudles son los compuestos bioactivos en los frutos de mullaca (Muehlembeckia

volcénica)?

2.3 Justificacion

Gracias a su segundo bosgque mas grande de América Latina, que permite la produccion
de una variedad de alimentos, medicinas e incluso productos industriales, Per tiene el

privilegio de ser un pais megadiverso. Perd también ha podido consolidarse como uno de
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los productores de frutas mas importantes del mundo gracias a la alta demanda de bienes
naturales como las frutas. Para aprovechar los beneficios nutricionales de este grupo de
alimentos (frutas, cascaras y semillas) se estan planteando nuevas alternativas, debido a

que el consumo de frutas en nuestro pais es bajo.

Los compuestos bioactivos, también conocidos como fitoquimicos, son sustancias
quimicas que tienen efectos farmacoldgicos, regulan procesos corporales especificos del
individuo, mejoran la salud y el bienestar o reducen el riesgo de enfermedades, estos
componentes suelen estar presentes en pequefias cantidades en los productos de origen

vegetal.

Los componentes bioactivos de este fruto se han caracterizado en alguna investigacion
hasta el momento, mas no la optimizacién de la extraccion de antocianinas totales, si bien
se han estudiado procesos de optimizacién ha sido en otros vegetales como la berenjena
mas no en frutos de mullaca. Por lo tanto, el presente trabajo de investigacion optimizo
la extraccion de antocianinas totales, asi como la identificacion, cuantificacion, contenido
de polifenoles totales y capacidad antioxidante en frutos de mullaca (Muehlembeckia

volcénica),

Es por ello en el presente trabajo de investigacion se efectud la optimizacién del proceso
de extraccion de antocianinas totales e identifico, cuantifico las antocianidinas, los
polifenoles totales y su capacidad antioxidante en frutos de mullaca (Muehlembeckia
volcanica), la presente investigacion esta plenamente justificada por el uso del mismo en
la industria alimentaria y textil, los cuales pueden actuar impidiendo, interrumpiendo o

reparando el dafio causado por los radicales libres en el organismo,

2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo general

- Optimizar el proceso de extraccion de antocianinas totales y evaluar los
compuestos bioactivos en frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica).

2.4.2 Objetivo especifico

- Optimizar el proceso de extraccion (temperatura, pH y tiempo) de antocianinas

totales en frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica).
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- Evaluar el efecto de la temperatura, pH y tiempo de extraccion optimizada en el
contenido de antocianinas totales en fruto de mullaca (Muehlembeckia volcénica).

- Evaluar el contenido de antocianinas y antocianidinas por cromatografia liquida
HPLC y determinar compuestos bioactivos en frutos de mullaca (Muehlembeckia
volcanica).

2.5. Hipdtesis
2.5.1 Hipotesis general
- Los frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica) incrementan el contenido de

antocianinas totales al optimizar el proceso de extraccion y contienen compuestos

bioactivos.
2.5.2 Hipotesis especificas

- Los frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica) incrementan el contenido de

antocianinas totales al optimizar el proceso de extraccion.

- Temperatura, pH y tiempo, tienen efecto en el contenido de antocianinas totales
en frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica) al optimizar el proceso de

extraccion.

- Los frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica) contiene compuestos biactivos.
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CAPITULO 11l
MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio

Esta investigacion se realizo en la provincia de Abancay-Apurimac, entre las coordenadas
geograficas ubicado en la latitud -13.63389 y longitud -72.88139. Forma parte del
continente sudamericano y esta ubicado en el hemisferio sur entre 13°38'2" latitud sur y
72°52.883" latitud oeste del meridiano de Greenwich a 2,377 m.s.n.m. La parte

experimental se llevd a cabo en las siguientes instalaciones:

- Laboratorio de quimica (ensayos) y evaluacién sensorial-control de calidad, de la
Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial en la Universidad Nacional
Micaela Bastidas-Apurimac, sito en el Campus Universitario de la ciudad de
Abancay.

- Laboratorio de servicio UNSAAC — Cusco.

3.2 Poblacion

Para realizar las pruebas experimentales del presente estudio se utilizO como materia
prima a partir de los frutos cosechados de la planta de mullaca (Muehlembeckia
volcanica) procedente de la region de Apurimac -PerQ, provincia de Abancay, distrito de

Circa en junio de 2018.

3.3 Muestra

Segun su nivel de madurez, se tomaron muestras de racimos de frutos de mullaca
(Muehlembeckia volcanica), seleccionandose principalmente los frutos de color rojo
purpura por su mayor contenido de compuestos fendlicos y antocianinas ya que
dependiendo del nivel de madurez, disminuye la acidez, aumenta la cantidad de solidos

totales y azucares.
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Se determino el tamafio de la muestra por muestra puntual intencional que se realizé
directamente recolectando los frutos de aproximadamente 5 kg (Fig. 10 y 11) en la
respectiva zona antes indicada y el analisis se realiz6 en una sola variedad por lo que se

considera poblacién uniforme.

Las muestras obtenidas fueron congeladas a -20 °C.

Figura 11. Frutos de mullaca (Muehlembeckia volcanica).
3.4 Métodos

El tipo de investigacion es tanto experimental como aplicada debido a que contribuye a
la optimizacion del proceso de extraccion de antocianinas totales (CAT), teniendo como
variables independientes la (temperatura, pH y tiempo) para su evaluacion y se prosigue
con la cuantificacion de antocianinas totales, perfil de antocianinas e identificacion de
compuestos bioactivos en fruto de mullaca congelado. ElI método es tanto inductivo como

deductivo, tanto de naturaleza experimental como cuantitativo. En la presente
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investigacion, la unidad de analisis fue el fruto congelado (extracto) de mullaca

(Muehlembeckia volcanica).
3.5 Descripcidn detallada de métodos por objetivos especificos
a) Descripcidn de variables analizadas en los objetivos especificos

El disefio experimental con variables y niveles desarrollado en la investigacion se detallan
en la Tabla 4, en ella se representa la relacion entre variables independientes, en esta tabla
las variables independientes son la temperatura (20 y 60 °C), pH (3 'y 4) y el tiempo (180
y 300 min.), estas variables también se denominan variables de entrada, al igual que
variables independientes o variables de salida, que son las variaciones o modificaciones
que ha sufrido o ha sufrido la sustancia biolégicamente activa (compuestos bioactivos)
en estudio. Utilizando este protocolo, se analizaron los cambios en el contenido total de
antocianinas de acuerdo con la optimizacion de la extraccion; se evaluaron (antocianinas
totales respecto a la identificacion y cuantificacion por el método HPLC, polifenoles

totales y capacidad antioxidante) al tratamiento 6ptimo.
3.5.1 Factores de estudio

- Variables independientes
Optimizacion de la extraccion (T°, pH y Tiempo) en el contenido de
antocianinas totales.

- Variable dependiente
Contenido de antocianinas totales (pH diferencial y HPLC).

Compuestos bioactivos (polifenoles totales y capacidad antioxidante)

El disefio experimental con variables y niveles se muestra a continuacion:
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Tabla 4
Disefio experimental con variables y niveles
Variables Nombre de variables Niveles
Temperatura (T en °C) 6.36414 a 73.6359
independientes  Tjempo (t en min) 139.092 a 340.908
Contenido de
antocianinas totales en CAT
_ (mg cianidina-3- Componentes bioactivos:
Variable . .
glucdsido/100g) - Cromatografia liquida HPLC

dependiente o .
(Antocianinas y antocianidinas)

- Actividad antioxidante

- Polifenoles totales

a. Descripcion detallada del uso de materiales y equipos, instrumentos e

insumMos
e Materiales y equipos
Para toda la investigacion se utilizaran los siguientes equipos y materiales:

- Espectrofotometro UV- Vis Genesys 180 Thermo Scientifics que mide a 520y a
700 nm.

- Refrigerador para almacenamiento de productos quimicos, Whirlpool (Benton
Harbor, Michigan).

- Balanza analitica Ohaus, Adventure (Parsippany, Nuew Jersey).

- Termostatico Memmert GmbH & Co (Schwabach, Alemania).

- HPLC analitica Agilent 1200 con inyeccion manual y automatica, detector de
masas de cuadrupolo simple acoplado, detector de matriz de diodos y detector de
indice de refraccion en series (Santa Clara, California).

- Rotavapor Buchi R-215, (Flawil, Suiza)

- Centrifuga, Centurion Scientific C 2006

- Vortex, Scilogex compact MX-F.

- Termdmetro digital infrarrojo sin contacto, serie GM 300 (-32 a 350°C).
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- Micropipetas de la marca BOECO, volimen 0,1-10 ul; 10-100 ul, 100-1000 pl
(Hamburgo, Alemania).

e Reactivos

- Solventes de extraccion, acetona, cloroformo, metanol (reactivos analiticos
Fermont, distrito Federal de México).

- Solventes de grado analitico para cromatografia en columna y pruebas de
antioxidantes: metanol, etanol absoluto, isopropanol, acetato de etilo (Sigma-
Aldrich, Saint, Louis, Missouri)

- Acido galico para sintesis.

- Reactivo de fenol segun Folin-Ciocalteu

- Metanol p.a. ACS.1SO. Reag. pH Eur

- Peroxodisulfato de potasio p.a. Alias: potasio de persulfato (Merck, Darmstadt,

Alemania).

e Metodologia
Para la optimizacion del proceso de extraccién de antocianinas totales y la
determinacion de compuestos bioactivos (polifenoles totales y capacidad
antioxidante) de la mullaca se muestra el diagrama de flujo para la extraccion de
antocianinas utilizando la metodologia de superficie de respuesta y la evaluacion de
compuestos bioactivos mediante el método de HPLC, DPPH y polifenoles totales
(Figura 12).
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Frutos de Mullaca

!

Recepcion

Agua —» Lavado > Agua + impurezas

Desinfectado

v

A4

v

} 25 ppm x 10 min,

Almacenado } T° =-20 °C.

Extraccion de antocianinas } Diferentes tratamientos

Purificacion de las antocianinas extraidas

}

Determinacién de contenido de antocianinas

!

pH diferencial

Identificacién o perfil de antocianinas

!

!

Determinacion de polifenoles totales

!

Determinacion de la capacidad antioxidante

Caracterizacion de las antocianinas } HPLC

} DPPH

Figura 12. Diagrama de flujo para la obtencidn de antocianinas y evaluacion de

compuestos bioactivos de la mullaca (Muehlembeckia volcanica).
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3.5.2 Descripcion para la obtencion de antocianinas y evaluacion de compuestos
bioactivos

A continuacion, describimos detalladamente el flujograma de la obtencion de
antocianinas y evaluacion de compuestos bioactivos de la mullaca (Muehlembeckia

volcanica).
Recepcion

La recepcion de las muestras se hizo de acuerdo a las instrucciones detallas en el
item’s 3.3 de junio del 2018 en la cantidad de 5 kg.

Lavado
Proceso que se efectlia para remocion de impurezas con agua.
Desinfectado

Se aplico una solucién de hipoclorito de sodio de 25 ppm por 5 minutos, para
desinfectar y eliminar cualquier patégeno que pueda dafiar la epidermis de las
muestras mientras se almacenan, luego ventile suavemente el espacio y secado a

temperatura ambiental.
Almacenado

Después de la desinfeccion de los frutos de mullaca estos se congelaron a -20°C y se

cred un plan experimental para realizar los analisis correspondientes.
Extraccion de antocianinas

Los pigmentos antocianos se extrajeron utilizando metanol acidificado al 0,01% con
HCI como disolventes segin el método propuesto por (Aguilera et al., 2011) con

algunas modificaciones (Barragan et al., 2018).
Procedimiento

1. Las muestras se pesaron en un rango de 0.3 — 1 g de frutos de mullaca

congelados dependiendo el estado de la materia prima.
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2. Una vez colocado el fruto en un mortero con 20 mL de metanol acidificado con
HCI 0,01%, se debe triturar para extraer el liquido- sélido, que luego se debe
filtrar al vacio con papel Whatman N° 40.

3. Concentrar el filtrado a 2/3 de su volumen original a presion reducida en un
rotavapor a 100 mbar y 50 °C, centrifugar el extracto concentrado y aforar a 10
mL con HCI 0,01% para evitar la oxidacién del extracto y almacenar -20 °C para

su posterior analisis, purificacion y evaluacion, todo procesado por duplicado.
Purificacion de las antocianinas extraidas usando C-18
Procedimiento

1. El objetivo de utilizar cartucho C-18 es para separar compuestos relativamente
hidrofobicos, como las antocianinas, azucares y acidos.

2. Pasar dos volumenes de metanol acidificado (10 mL cada uno) acondicionara la
columna C-18.

3. Para eliminar cualquier resto de metanol, pasar el cartucho por tres volimenes de
agua acidulada (15 mL).

4. Pasar 10 mL del extracto acuoso acidificado de antocianinas del fruto de mullaca
por el cartucho C-18, en este punto, la fase solida del cartucho se colorea, si el
color del pigmento es méas coloreado, agregue 5 ml de extracto segun sea
necesario. Luego pasar por la cantidad necesaria de acetato de etilo para arrastrar
impurezas.

5. Para eliminar sustancias que no se absorben, como azlcares y &cidos organicos,
enjuague el cartucho dos veces con 15 mL de HCI (0,01%).

6. Tome la muestra y coldquela en un vial resistente al calor con metanol acidificado
cubralo con papel aluminio.

7. Retirar el metanol evaporandolo durante 5 a 10 min. en un bafio isotérmico a 40
°C.

8. Coloque el pigmento purificado en viales de HPLC para que pueda examinarse
mediante espectrofotometria, cromatografia HPLC y otros métodos para analizar
compuestos bioactivos. Preferiblemente ejecute HPLC durante dos horas y luego

almacene la muestra restante a 4 °C en el refrigerador.
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Determinacion del contenido de antocianinas (CAT) por el método pH
diferencial

Las concentraciones de antocianina monomérica se determinaron mediante el
método de pH diferencial propuesto por (Giusti y Wrolstad, 2001; Barragan, 2017).
Para lo cual se toma, una alicuota de extracto de antocianina se mezcld con solucion
tampdn de cloruro de potasio (KCI) 0.025 M a pH 1,0 y otro con tamp6n de acetato
de sodio (CH3COONa) 0.4 M a 4.5 de pH. Se trata de un método espectrofotométrico
basado en la transferencia estructural de las antocianinas en funcion del pH

(coloreado a pH 1 e incoloro a pH 4.5).

La cantidad de antocianina esta inversamente correlacionada con la diferencia de
absorbancia en la longitud de onda de maxima absorcion (520 nm). Después de eso,
se midi6 la absorbancia a 700 nm para ajustar los resultados a la presencia de
sustancias que interfieren o se degradan como chalconas y hemiacetales.

- Medido con un espectrofotometro Genesys 10S de UV-VIS Spectronic, USA,

utilizando agua ultrapura como blanco.

- La concentracion de antocianinas se expresa en mg de antocianina-3-gluc6sido/100

mL. Los resultados se muestran en la Tabla 11.
Procedimiento

Pese una cantidad de frutos de mullaca congelada, luego use metanol acidificado para

extraer el pigmento (ver extraccion de antocianinas).

1. Determine el factor de dilucién apropiado para cada mezcla diluyendo con tampén
de cloruro de potasio (pH 1) hasta que la absorbancia de cada muestra indique la
longitud de onda maxima para antocianinas (520 nm) este entre el rango 0 a 1 UA
para cumplir la ley de Beer. Dividir el volumen final de la muestra leida en el
espectrofotometro por el volumen inicial o (volumen de la alicuota) tomado del
extracto para obtener el factor de dilucion (FD).

2. Se prepararon dos diluciones de cada muestra por triplicado, una para la
absorbancia a 520 nm y otra para la absorbancia a 700 nm, utilizando buffer

cloruro de potasio (pH 1,0) y acetato de sodio (pH 4,5) respectivamente, diluyendo
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cada uno con el factor de dilucion determinado previamente. Deje que estas
diluciones se equilibren durante 15 minutos.

3. Laabsorbancia de cada dilucion final se midié en las longitudes de onda anteriores
en un espectrofotometro usando agua destilada como blanco.

4. Calcular el cambio de absorbancia (A) de la muestra diluida el cambio absorbancia
(A) de la muestra diluida para lo cual utilizar la siguiente formula:

A = (As20 — A700)pH 1.0 — (As20 — A700)pHas EC. 2
5. Calcular la concentracion de pigmentos de antocianinas monomeéricas en la

muestra original usando la siguiente formula:

exl

CAT(mg/L) — AXPMXFDx1000 Ec. 3
Para convertir el CAT (mg/100g) se emplea la siguiente ecuacion:

car(™9),) = DA, (£) £ 1000 Ecd

exl

Donde:

CAT : Contenido de antocianinas totales (mg/L)

A : Cambio de la Absorbancia

PM : Masa molecular para cianidina-3-glucosido, 449.2 g/mol.

e : Coeficiente de extincién molar para cianidina-3-glucésido, 26900 L/mol.cm
I : Camino dptico de celda,1 cm.

FD : Factor de dilucion

V  : Volumen de aforo de extracto (mL)

W : Peso muestra (g)

Para obtener el cambio de absorbancia a diferentes valores de pH, para obtener el
valor de cada extracto debera efectuar por duplicado, primero calcule el cambio en

la absorbancia A, de acuerdo a la ecuacion 1 y sustituya este valor en la ecuacion 3
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de contenido total de antocianinas CAT (mg/L). El procedimiento se repitid para

todos los tratamientos estudiados.
Identificacion o perfil de antocianinas por HPLC

El método utilizado es el propuesto por (Giusti y Wrolstad, 2001) con algunas
modificaciones (Barragan, 2017).

Hidrolisis 4cida de las antocianinas

El método se basa en la obtencion de agliconas que son las antocianidinas, separando
el azlcar y otras sustancias, como los acidos estructuralmente relacionados con las

antocianinas, tienen el Unico proposito de reconocer las antocianinas en el pigmento.
Procedimiento

1. Agregar 1 ml del extracto acidificado resultante a un vial de 20 ml, agregar 10 ml
de HCI (3N), cerrar bien, envolver con papel de aluminio, hervir en un bafio a
temperatura constante, repetir tres veces.

2. Se deben hidrolizar tres muestras en 45 minutos.

3. Luego se colocé los viales en un bafio de hielo.

4. El hidrolizado previamente obtenido se aplico a una columna C-18 previamente
activada con metanol y enjuagada con agua acidificada.

5. Las impurezas se lavaron con acetato de etilo (5 ml).

6. Enjuague con agua acidificada (10 ml).

7. Las antocianinas se diluyeron con etanol acidificado (5 ml) y se recogieron en
viales de HPLC (1 mL) para anélisis por HPLC. Debido a que las antocianinas
son muy inestables, es mejor analizarlas dentro de los 60 minutos posteriores a la
preparacion, por lo tanto, mantenga las muestras refrigeradas en la oscuridad hasta
la lectura de HPLC.

Caracterizacién de antocianinas por HPLC

HPLC es el método mas utilizado para el analisis de antocianidinas. Las muestras
fueron semipurificadas usando una columna C-18 y la fraccion fendlica (que contenia
antocianinas) se diluyo con etanol acidificado con HCI (1%). Completar hasta el

volumen conocido con agua acidificada con HCI (0,01%).
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La separacion de antiantocianidina se realizd utilizando un sistema HPLC Agilent
serie 1200 equipado con un detector de matriz de diodos (DAD) de 520 nm utilizando
una columna C-18 eclipse XDB — C-18 (4,6 mm x 150 mm, 5 um) la presion de
trabajo serd de 200 bar, el caudal es de 0,8 mL/min; la fase movil es una mezcla de

eluyentes A y B que consta de los siguientes disolventes:

- Solvente A: 95% (4cido acético 10%), (Acetonitrilo 5%) y (Acido fosforico 1%).
- Solvente B: 5% (acetonitrilo grado HPLC)

Para una adecuada separacion de antocianidinas en el fruto, se establecera un rango
de flujo de 0,8 mL y se monitoreara a 520 nm, y se inyectara un volumen de 1 pL de
muestra prepurificada en el cartucho C-18 descrita, termin6 a 30°C. Las condiciones

del método de analisis de antocianinas por HPLC se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Condiciones para el andlisis por HPLC para antocianinas
Instrumento HPLC Agilent Technologies con detector DAD
Cromatdgrafo : Agilent serie 1200
Software :  Chemstation VO3.02
Columna :  Zorbax SB- C18 4.6 x 75mm, 3.5 um.
Pre Columna . Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6d x 12.5 mm X 5 ym
0.5 ml/min.
Flujo de Columna . Acido Acético: Acetonitrilo: H3PO4 (10%:5%:1%)
Solvente A : Acetonitrilo.
Solvente B : 0a2min 0% B, 14.50 min 50% B, a 15 min 100 %
Sistema de Analisis B
Deteccion DAD : 520 nm
Temperatura del Horno @ 40.0°C
Tiempo de Analisis : 15min
Volumen de Inyeccion @ 1.0 uL

Tratamiento de la Muestra:  Extraccién y purificacion

Para determinar la identificacién de los picos de antocianidinas se compararon los

cromatogramas a 520 nm y los tiempos de retencion de extractos comparados de
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antocianidinas de las especies de uva y fresa, para determinar la presencia de los
mismos que fueron corridos a las condiciones establecidas ver (Tabla 5).

La metodologia para el objetivo especifico 3: la identificacion del contenido de
antocianinas en frutos de mullaca a -4 °C fue mediante el método de cromatografia
liqguida HPLC; y el perfil de antocianinas o identificacion el cual se analiz6 por HPLC

para antocianidinas comparandolos o identificandolos con espectros de uva y fresa.
Determinacion de polifenoles totales

Zapata et al. (2014) Utilizo el método que consiste en aplicar la reduccion del
reactivo de Folin-Ciocalteu, para determinar el contenido fendlico total de EA,
mezcle 50 pL de este con EA con 50 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu. Luego
agregue 100 pL de solucidn de carbonato de sodio al 20% y 800 L de agua ultrapura.
La mezcla se agitd a 1600 rpm durante 30 segundos y se incub6 durante otros 30
minutos a temperatura ambiente (25 + 1 °C) en la oscuridad. Luego se midié la
absorbancia a 760 nm con un espectrofotometro (Thermo Scientific Nicolet iS10 con
diamante ATR, USA). Se utilizaron como medidas en blanco 850 pL de agua
ultrapura, 100 pL de solucion de carbonato de sodio al 20% y 50 pL de reactivo de
Folin-Ciocalteu. EI contenido de polifenoles se determiné usando 0-0,2 (mg/mL) de
acido galico como estandar. Los resultados se expresan como mg de equivalente de
acido galico (GAE)/100 g de mullaca.

Capacidad antioxidante método DPPH

Primero, se prepara una soluciébn madre de radicales libres DPPH con una
concentracion de 200 mg/L. Para las determinaciones analiticas, esta solucion madre
se diluy6 1/10 con metanol (Zapata et al.,, 2014). Para medir la capacidad
antioxidante del extracto de mullaca, mezclar 10 pL del extracto con 990 pL de
solucidn diluida de radicales libres DPPH, agitar a 1600 rpm durante 30 segundos y
almacenar a temperatura ambiente (25+1 °C) en oscuridad por 30 minutos. Luego se
midié la absorbancia a 515 nm en un espectrofotdmetro (Thermo Scientific Nicolet
iS10 con diamante ATR, USA). Se prepard un control mezclando 10 pL de agua
ultrapura con 990 pL de solucion radical DPPH diluida y se utiliz6 como un extracto.
Utilizando estos datos, calcular el cambio en la absorbancia 30 minutos después del

inicio de la reaccidn entre los radicales libres y los antioxidantes presentes en el
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extracto (absorbancia de control menos absorbancia del extracto). La calibracion se
realizo utilizando una solucion de Trolox y la actividad antioxidante total se expresé

como mg de equivalente de Trolox/100 g de mullaca.
b. Aplicacion de prueba estadistica inferencial
Planteamiento de hipétesis:

Ho: La optimizacidon del proceso de extraccion (T°,pH y tiempo) no tiene un efecto

en el contenido total de antocianinas CAT.
TI=T2=T3=.....=Tn

Ha: La optimizacion del proceso de extraccién (T°,pH y tiempo) tiene un efecto en

el contenido total de antocianinas CAT.
TI#T2#T3#.....#Tn
Nivel de significancia: a = 0.05 (5%)
Andlisis estadistico

Para analizar los principales compuestos funcionales segin los objetivos propuestos,
especificamente el contenido de antocianinas totales (CAT) expresados en (mg
cianidina-3-gluco6sido/100g) de extracto, se realiz6 utilizando un método de
superficie de respuesta (Jiménez, 2015) aplicando el disefio central compuesto
DCCR de 23 + estrella con software STATGRAPHICS Centurion XVII, se

desarrollé de la siguiente manera (Tablas 4 y 6).

Para el presente estudio se generd 17 tratamientos con 2 repeticiones con un total de

34 observaciones considerando la siguiente formula:

N=2k +2k + m (Ec.5)
Donde:
N : NUmero de tratamientos.
K: (3 variables).
2 . Nivel de estudio (superior e inferior).
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2k Numero de puntos factoriales (temperatura, pH y tiempo).
2k : NUmero de puntos axiales.
M : Numero de réplicas del punto central (2).

Ademas, como se muestra en la siguiente ecuacion, la caracteristica del disefio central

compuesto rotacional establece los puntos axiales para un disefio de dos factores.
t+a=(F)1/4 = (2)1/4 = (23)1/4 = 1,682 (Ec.6)

Las variables del presente estudio y la operacionalizacion se muestran a

continuacion:

Tabla 6
Tratamientos obtenidos mediante el Disefio Compuesto Central (DCCR) + estrella
. Valores
N° Temperatura H Tiempo o CAT
Tratamientos i i i codificados
Repeticion X1 X2 X3 X1 X2 X3

T1 2 20 3 180 -1 -1 -1 -
T2 2 60 3 180 1 -1 -1 -
T3 2 20 4 180 -1 1 -1 -
T4 2 60 4 180 1 1 1 -
T5 2 20 3 300 -1 -1 1 -
T6 2 60 3 300 1 -1 1 -
T7 2 20 4 300 -1 1 0 -
T8 2 60 4 300 1 1 0 -
T9 2 6.36414 35 240 1682 0 0 -
T10 2 73.6359 35 240 1682 O 0 -
T11 2 40 2.6591 240 0 1682 0 -
T12 2 40 43409 240 0 1682 O -
T13 2 40 35 139.092 O 0 1682
T14 2 40 35 340908 O 0 1682 -
T15 2 40 35 240 0 0 0 -
T16 2 40 35 240 0 0 0 -
T17 2 40 3.5 240 0 0 0 -
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

4.1.1 Optimizacién del proceso de extraccion (temperatura, pH y tiempo) de
antocianinas totales en frutos de mullaca (Muehlembeckia volcénica).

Los datos experimentales obtenidos para las diferentes combinaciones ensayadas (17
tratamientos) y su respectiva respuesta en CAT (contenido de antocianinas totales en
mg cianidina-3-gluc6sido/100 g) se muestran en la Tabla 7. A partir de los mismos,
se estudioé el efecto de las variables de extraccion: temperatura, pH y tiempo en el

contenido total de antocianinas.

Durante la extraccion de antocianinas totales de frutos de mullaca (Muehlembeckia
volcénica), se observd que el modelo explicd significativamente (p>0.05) el
contenido de antocianinas totales (CAT). Los resultados de ANOVA (Anexo 5)
indicaron que las variables del estudio, temperatura, pH y tiempo, no fueron
significativas para la extraccion de antocianinas. Asimismo, los coeficientes al
cuadrado y las interacciones de las variables de estudio no fueron significativos (p >
0,05).
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Tabla 7

Resultado de los tratamientos obtenidos mediante el DSR.
2 Factores de extraccion Respuesta
= -
qé, T oH T|-empo - CAT |
S min. (mg cianidina3-glucosido/100 g)
E X1 X2 X3 CAT1 CAT2 X DE
T1 20 3 180 87.99 82.84 85.42 85.84+3.6
T2 60 3 180 123.79 106.29 115.04 115.04+12.4
T3 20 4 180 108.70  104.87 106.79 106.79+2.7
T4 60 4 180 104.41 150.62 127.52 127.52+£32.7
T5 20 3 300 106.40 93.66  100.03 100.03+9.0
T6 60 3 300 127.76  127.37  127.57 127.57+0.3
T7 20 4 300 128.13 111.30 119.72 119.72+11.9
T8 60 4 300 81.13 120.33  100.73 100.73x27.7
T9 6.36414 3.5 240 123.57 11410 118.84 118.84+6.7
T10  73.6359 35 240 82.53 106.60  94.57 94.57+£17.0
T11 40 2.6591 240 126.01 111.19 118.60 118.6£10.5
T12 40 4.3409 240 112.49 90.25 101.37 101.37+15.7
T13 40 3.5 139.092 95.03 12461 109.82 109.82+20.9
T14 40 3.5 340.908 140.18 12242  131.30 131.3£12.6
T15 40 3.5 240 108.76 12351 116.14 116.14+10.43
T16 40 3.5 240 124.64 152.20 138.42 138.42+19.5
T17 40 3.5 240 127.35 96.62 111.99 111.99+21.7

El valor del coeficiente de determinacion (R?) fue de 0.9089, lo que indica que el
modelo establecido puede explicar el 90.89% de la variacién en el contenido de
antocianinas (Tabla 7). Con base en esto, utilizando la Ecuacion 1y los coeficientes
de regresion para predecir el contenido total de antocianinas CAT en (mg cianidina-

3-glicdsido/100g) (Anexo 6), se calculo la siguiente superficie de respuesta.

CAT=-389.93+4.56T+181.76pH+0.77t-0.01T2-0.69TpH-0.00Tt-16.17pH?-
7pHt+0.00 t2

Donde:
T: temperatura (°C)
t: tiempo de extraccion (h)

Con base en la ecuacion anterior, se presenta el grafico de superficie de respuesta

(Figura 13), la cual muestra los efectos de las variables cuantitativas de temperatura,
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pH y tiempo de extraccion y su efecto sobre el contenido total de antocianinas-CAT,
y se observa que la temperatura y el pH disminuyen al incrementar el tiempo,
aumentando el contenido de antocianinas del mismo modo este efecto se muestra en
el grafico de contornos de superficie de respuesta para el contenido total de

antocianinas (Figura 14).

Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo=240.0

156
136
16 [

CAT

96

76}

56

Temperatura

Figura 13. Gréfica de superficie de respuesta con su respectivo contorno para el
contenido de antocianinas de extracto de mullaca (Muehlembeckia volcénica).
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Figura 14. Gréfica de superficie de respuesta con su respectivo contorno para el
contenido de antocianinas de extracto de mullaca (Muehlembeckia volcanica).
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Para el contenido de antocianinas totales (CAT) se presenta el resultado estimado en
(Tabla 8), en donde se visualiza los datos observados, ajustados los limites inferiores

y superiores.

El estadistico R? ajustado (coeficiente de determinacion) mostr6 que el modelo
predijo el 97% de la variacion del contenido de antocianinas totales CAT. Los niveles
de los factores experimentales bajo investigacion se obtuvieron utilizando la
metodologia de superficie de respuesta (RSM): temperatura, pH y tiempo en el que
se maximizo el CAT. Se encontr6 que la temperatura de 37,19 °C, el pH de 3,0 y el
tiempo de extraccion de 340 minutos eran la combinacion mas adecuada de factores
experimentales, y en esta condicion se obtuvo la extraccion optima de 130.04 (mg

cianidina-3- gluc6sido/100g).

Tabla 8

Resultados estimados parara el contenido de antocianinas totales CAT (mg
cianidina-3- glucésido/100g)

Factores de extraccion Resultados CAT

» .

g T°C pH 'rl;‘lienmpo (mg cianidina-3-glucdsido/100 g)

S :

% Inferior  Superior

5 X1 X2 X3 Observado Ajustado L2 L2

= Para .

media Para media
Tl 20 3 180 85.42 88.89 59.6 118.18
T2 60 3 180 115.04 115.84 86.55 145.13
T3 20 4 180 106.79 112.66 83.37 141.95
T4 60 4 180 127.52 111.9 82.61 141.19
T5 20 3 300 100.03 116.82 87.53 146.11
T6 60 3 300 127.57 122.88 93.58 152.17
T7 20 4 300 119.72 120.09 90.8 149.38
T8 60 4 300 100.73 98.44 69.15 127.73
T9 7 3.5 240 118.84 103.65 75.75 131.54
T10 74 35 240 94.57 108.10 80.21 135.99
T11 40 2.659 240 118.6 109.44 81.54 137.33
T12 40 4.340 240 101.37 108.88 80.98 136.77
T13 40 3.5 139.092 109.82 113.65 85.75 141.54
T14 40 3.5  340.908 131.3 125.82 97.92 153.71
T15 40 35 240 116.14 122.28 101.66 142.90
T16 40 35 240 138.42 122.28 101.66 142.90
T17 40 3.5 240 111.99 122.28 101.66 142.90
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Aguilera et al. (2011) utilizamos el método propuesto por para extraer el extracto de
antocianinas de la mullaca (Muehlenbeckia volcénica) (con algunas modificaciones)
(Barragén et al., 2018) utilizando como solventes metanol acidificado al 0.01% con
HCI. Sin embargo otros autores describieron el uso de éter de petroleo, acetato de
etilo y metanol; secando a presion con un rotavapor (Navarro, 2018). Aunque el
etanol se utiliza con frecuencia para extraer los componentes activos de las plantas,
se considera que el agua es un disolvente universal debido a su capacidad para extraer
tanto en fase solida como liquida (Ullauri, 2010). En términos de optimizacién, es un
método formal para identificar la mejor soluciéon a un problema en la toma de
decisiones. El elemento mas importante de un problema de optimizacion es la

funcidn de un propésito influenciado por ciertos factores.

Estudiaron el efecto de la conservacion por congelado a diferentes temperaturas
sobre el contenido total de antocianinas de los frutos de mora (Rubus glaucus Benth)
(Sanchez, 2012) y encontraron que a temperaturas de conservacién mas bajas, como
(-4°C), el contenido de las antocianinas aument6 de 28 a 85 (mg cianidina-3-
gluc6sido/100 g), lo que indica que esta temperatura podria ser buena para estimular
el contenido de los compuestos mencionados con alto potencial antioxidante, pero
este aumento también puede deberse a la concentracion de estos compuestos en el
fruto por pérdida de liquido (% humedad). En un estudio reportado por (Barragany
Aro 2018), cuando en frutos de mio mio se conservacién en congelado (-20°C), su
CAT aument6 de 440,22 a 1102,88 (mg cianidina-3-gluc6sido/100 g), confirmando
un aumento en la cianina total. contenido, lo cual corrobora que a temperaturas bajo

cero el contenido de antocianinas totales se incrementa.

En este trabajo de investigacion, se optimizo la extraccion de antocianinas totales
utilizando tres factores para la extraccion para la extraccién, que son temperatura °C,
pH, tiempo en minutos en frutos congelados a (-20 °C), teniendo como resultado el
contenido total de antocianinas de acuerdo a la Tabla 5, en el cual podemos observar
que el tratamiento con mayor valor es del (T16) con 138.42 (mg cianidina3-
glucosido/100 g) y el valor menor del (T1) con 85.42 (mg cianidina3-glucosido/100
g). En la (Tabla 6) se observa el anélisis de varianza respecto a los efectos
(temperatura, pH y tiempo), las estadisticas y utilizando la metodologia de superficie
de respuesta, se tiene como resultado que no existe diferencias significativas en el

contenido de antocianinas totales. Las antocianinas son muy sensibles a los cambios
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de pH (Wong, 1994) lo que se debe a una deficiencia del nucleo del flavilio u oxonio
que son las formas maés estables de las antocianinas, estos pigmentos actdan como
verdaderos indicadores de pH; es decir su color depende de la condicidn de acidez o
alcalinidad del sistema en que se encuentran. En el estudio realizado la temperatura
estuvo en el rango (7 a 60°C), pH (2.6 a 4) y tiempo (139 a 340 min), no afectaron
significativamente el contenido total de antocianinas, lo que explicaria que los rangos
de temperatura no son particularmente altos, al igual que pH no es mayor a 7 al igual
que el tiempo. Si embargo se observa que al incrementar el tiempo y disminuir la

temperatura y el pH aumenta el contenido total de antocianinas (Figura 11).
4.1.2 Compuestos bioactivos de mullaca (Muehlenbeckia volcanica)

La cuantificacion de antocianinas totales se basa en la transformacion estructural de
las antocianinas a 520 y 700 nm en funcién del pH 1,0 y 4,5, expresado el contenido
de antocianinas en miligramos equivalentes de Cianidina-3- glucésido presentes en
100 g de muestra de mullaca en relacion con las antocianinas tanto por pH diferencial

y HPLC (Tabla 9), se muestra su respectivo cromatograma en la (Figura 15).

Tabla 9
Resultado de comparativo del contenido de antocianinas totales.
Meétodo pH diferencial Metodo HPLC
Resultado de investigacion  Optimizado  Determinacion
Producto  CAT bajo CAT alto CAT CAT (-4°C)
(T1) (T6) * **
Fruto
mullaca

20°C 85.84+ 3.6 138.42+19.5 130.04+19.0  140.90+ 0,02

Condiciones de extraccion:
T1=T: 20°C, pH: 3y tiempo: 180 min. CAT= (mg cianidina-3-gluctsido/100g)
T6=T: 40°C, pH: 3,5y tiempo: 240 min. CAT= (mg cianidina-3-glucosido/100g)

*CAT 06ptimo=T: 37°C, pH: 3.0 y tiempo: 340 min. (mg cianidina-3-glucésido/100g)
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**CAT (HPLC)= T:40°C, pH: 3.0 y tiempo: 15 min. (mg cianidina-3-
gluctsido/100g)

DDA C, Sig=520 B Ret=cfl (ANTOCIANINAZDZ0.D)
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Figura 15. Antocianinas- Cromatograma de HPLC en extracto de Mullaca
(Muehlembeckia volcénica)

Asi mismo, podemos sefialar que la muestra optimizada se llevo a determinar sus
compuestos bioactivos (Tabla 9) en este caso las antocianinas por el método de HPLC
y se obtuvo un valor mayor a lo optimizado, de 140 mg cianidina-3-gluc6sido/100g.
Estos resultados obtenidos en la determinacidn de antocianinas, expresa frente a una
curva patron del estdndar de cianidina-3-gluc6sido/100g. Mucho mayor de lo
esperado. Para la identificacion de antocianidinas el resultado se presenta en la Tabla
10, se identifico a las antocianidinas mediante cromatografia y se compararon los
picos del cromatograma de HPLC (Figural5) de frutos de mullaca con los de uva y
fresa, se identificaron los espectro UV-Vis de las muestra y se compararon con la
base de espectro UV de las antocianidinas de la uvay fresa, se encontraron la posible
presencia de los siguientes tipos de antocianidinas en el fruto de Mullaca: Delfinidina
(1) 76.3 %, Cianidina (2) 20.5% y Petunidina (3) 3.1%. De igual manera han
encontrado por HPLC, cianidina en antocianinas de capuli (Prunus serotina spp
Capuli) presentandose como antocianidina en mayor porcentaje (Del Carpio, et al.,
2009). También han encontrado por HPLC, antocianidina en frutos del mio mio

(Coriaria ruscifolia L) (Barragan et al., 2018)
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Tabla 10
Contenido de antocianidinas individuales identificadas en el extracto de mullaca-
HPLC
- Identificacion de Porcentaje respecto al total de
ico
antocianidinas -HPLC antocianinas presentes

1 Delfinidina 76.30%

2 Cianidina 20.50%

3 Petunidina 3.10%

En las Figuras 16 y 17 se muestra los cromatogramas obtenidos en la muestra de la
investigacion, bastante similares son estos perfiles a los encontrados por (Barragan
et al., 2020) para frutos nativos Muehlembeckia volcanica en extracto identificaron
antocianidinas: delfinidina y petunidina, en nuestra investigacion pudimos identificar
tres antocianidinas (delfinidina, cianidina y petunidina) con su respectivo porcentaje

al total de antocianinas presentes y con muestras conservadas a -20 °C (Tabla 10) y

(Figura 17).
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Figura 16. Antocianidinas-Cromatograma de HPLC en extracto de Mullaca
(Muehlembeckia volcénica).
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Espectros UV Espectro UV Comparados
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Figura 17. UV Vis de extractos de mullaca (Muehlembeckia volcanica) comparado

con antocianinas obtenidas a partir de los frutos de uva y fresa.

En un estudio sobre el fruto de Muehlembeckia volcanica (Benth), sus extraciones
fueron de tipo antocianicos, la CI50 obtenida por el método DPPH fue de 2,225
pg/mL, y la CI50 fue de 1,6334 pg/mL utilizando acido ascorbico como patron. En
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uno de los estudios compararon la capacidad antioxidante no sélo con Trolox, sino
con otro estdndar. durante la misma prueba (Teves, 2011). Otro estudio report6 un
valor de CI50 de 17,55 pg/mL y un estandar Trolox de 1,76 pg/mL obtenidos por
extraccion hidroalcoholica de toda la planta de mullaca (Navarro,2018). Comparando
nuestros resultados, obtuvimos un valor 1C50 de 25,02 pg trolox/100g de fruto
congelado a -20°C de nuestro extracto de fruto congelado de mullaca
(Muehlembeckia volcanica), lo que sugiere (Teves, 2011) que el valor del fruto se

asemeja al valor del estudio desarrollado.

Los frutos de mullaca por otro lado, tenian un contenido total de polifenoles
ligeramente superior que el contenido de antocianinas (Tabla 11), lo que indica la
presencia de compuestos fendlicos de los distintos pigmentos antocianicos. La
actividad antioxidante del fruto de mullaca fue casi similar a la encontrada por
(Barragan et al., 2020) que es de 31.37 + 7.19 (umol trolox/g) lo cual es una ventaja,
porque los efectos terapéuticos de las antocianinas estan relacionados con sus
antioxidantes (Aguilera et al., 2011), a pesar de que el DPPH solo miden los
componentes que son solubles en agua (Kulkoski et al., 2005).

Tabla 11
Contenido de antocianinas, polifenoles totales y actividad antioxidante en mullaca.
Muestra Polifenoles totales Actividad antioxidante (**)
*) DPPH
Mullaca
Fruto congelado de 200.43+ 0.2 252+ 0.57
mullaca a
-20°C

(*) Los polifenoles totales en la mullaca se expresaron como mg acido galico/100g.
(**) La actividad antioxidante en la mullaca se expres6 como mL eq trolox
Cl150/100g.

Segun(Kulkoski et al., 2005) al evaluar la capacidad antioxidante de pulpas de
diversas frutas congeladas comercializados en el sur de Brasil obtuvieron valores de
82.6+2.6, 105.9+0.4 y 959.1+19.0 mg EAA/100g para mora, uva y acerola
respectivamente con el método DPPH. Estos autores también determinaron el
contenido fenoles totales en la pulpa de estos frutos, el cual alcanzd 118,9 + 2,1 mg

GAE/100 mg de pulpa de moray 117,1 + 0,6 mg GAE/100 mg de pulpa de uvay la
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pulpa de acerola es de 580,1 + 4,6 mg GAE/100 mg. Ademas (Barragan et al., 2020)
determinaron que el contenido de antocianinas del extracto de mullaca
(Muehlembeckia volcanica) es de 171.85 mg de cianidina-3-glucdsido/100g,
polifenoles totales de 275.55 mg &cido galico/100g y su capacidad antioxidante de
31,37 umol trolox/g. Los resultados de la investigacion muestran concentraciones de
antocianinas totales, polifenoles totales y actividad antioxidante, semejantes a los

encontrados por los autores sefialados (Tabla 11).

Los resultados presentaron diferencias y estas podrian deberse en primer lugar a
diferentes niveles de antioxidantes presentes en toda la planta de mullaca, habiendo
investigaciones que toman como materia de estudio a toda la planta y en otros solo
se enfocan en los frutos como en el presente estudio, en segundo lugar, el area de
recoleccion es diferente porque en el desarrollo y crecimiento de la planta dependera
de la calidad de su composicion quimica del suelo, los frutos utilizados para el
estudio fueron muestreados en Abancay. Finalmente, por el tipo y metodologia de
extraccion utilizado. En la (Tabla 11) se observa el contenido total de antocianinas y
polifenoles totales.
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CONCLUSIONES

- La extraccion total de antocianinas totales de frutos de mullaca (Muehlembeckia
volcanica) fueron determinados cuantitativamente no existiendo diferencias entre

los tratamientos.

- Los factores como temperatura, pH y tiempo no tuvieron efecto en la estabilidad
del contenido de antocianinas totales cuyo valor optimizado es 130.04 (mg
cianidina-3-glucosido/100g) a 37 °C de temperatura, pH de 3 y el tiempo de 340 min
y por HPLC fue de 140.9+ 0,02 (mg cianidina-3-gluc6sido/100g) a 40 °C, pH 3.0 y

tiempo 15 min.

- Entre las antocianidinas identificadas en el extracto destacaron delfinidina con
76.3 %, cianidina con 20.5% y petunidina con 3.1% expresados en cianidina 3
glucdsido con muestras conservadas a -20°C. Contienen polifenoles y capacidad
antioxidante, considerdndose a la mullaca un fruto con potencial bioactivo

benéfico para la salud, industria alimentaria y farmacéutica.
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RECOMENDACIONES

- Se recomienda realizar investigaciones sobre estos frutos de mullaca
(Muehlembeckia volcénica) cuyos efectos pueden variar al utilizar el método de

superficie de respuesta con diferentes técnicas de extraccidn ente otros factores.

- Ampliar los conocimientos con mayor informacion de extraccion de compuestos
bioactivos como extraccion en microondas y obtener el potencian bioactivo de

diferentes frutos nativos.

- Evitar la luz al cuantificar los antioxidantes porque los reactivos necesarios para el

método de aplicacion son sensibles a la luz.

- Aplicar el potencial bioactivo de este fruto en la formulacion de diferentes

suplementos dietéticos y productos para el cuidado de la salud.
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ANEXOS

Anexo 1. Frutos de Muehlembeckia volcanica (MULLACA).

Anexo 2. Extraccion vy filtracion de pigmentos antocidnicos de muestras de frutos de
Muehlembeckia volcanica (MULLACA).
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Anexo 3. Contenido de antocianinas Totales CAT por método pH diferencial.
Muestra de tratamientos.
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Anexo 4. Espectrometro FTIR — ATR de antocianinas
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Anexo 5. Andlisis de varianza (ANOVA) de contenido de antocianinas totales- CAT

Fuente de variacion g.l Suma de Cuadrado Razon-Fo  Valor-P
Cuadrados Medio
A: Temperatura °C 1 23.9434 23.9434 0.10 0.7559
B: pH 1 0.37978 0.37978 0.00 0.9687
C: Tiempo 1 178.727 178.727 0.78 0.4064
A2 1 379.127 379.127 1.66 0.2392
B? 1 242.659 242.659 1.06 0.3376
C? 1 9.1451 9.1451 0.04 0.8473
AB 1 383.922 383.922 1.68 0.2365
AC 1 218.405 218.405 0.95 0.3614
BC 1 210.125 210.125 0.92 0.3701
Error total 7 1603.46 229.066
Total (corregido) 16 3132.39

Anexo 6. Coeficientes de regresion para predecir el contenido de antocianinas totales-
CAT (mg cianidina 3-glucosido/100g).

Coeficiente Estimado
Constante -389.93
A: temperatura 4.56
B: pH 181.76
C: tiempo 0.77
A2 -0.01
B2 -16.17
C? 0.00
AB -0.69
AC -0.00
BC -0.17
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